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Abbau des Ovalbumin-Molekiils durch Papain. 


(Vorlaufige Mitteilung.) 


Von 
The Svedberg und Inga-Britta Erikson. 


(Aus dem Physikalisch-Chemischen Institat der Universitat Upsala.) 
(Eingegangen am 25, Dezember 1952.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Das Studium der Wirkung proteolytischer Enzyme auf Eiweib- 
kérper ist bisher hauptsadchlich mittels reaktionskinetischer Methoden 
betrieben worden. Man hat die Abnahme der Substratmenge! oder 
die Zunahme der Spaltprodukte durch Messung der freigesetzten 
COOH-* oder NH,-Gruppen® bestimmt. Eine mehr direkte Analyse 
des Abbauprozesses durch Messung der eingetretenen Veranderungen 
in der Molekilgr6Be des Substrates hat man nicht versucht. Dank 
der in den letzten Jahren im hiesigen Institut ausgearbeiteten Methoden 
zur Bestimmung von Molekiilgr68en mittels der Ultrazentrifuge* sind 
wir jetzt in der Lage, eine solche Analyse durchzufiihren. Im folgenden 
wird iiber einige orientierende Versuche beziiglich der Einwirkung von 
Papain auf Ovalbumin berichtet. 

Die Ultrazentrifugaluntersuchung hat gezeigt, da} kristallisiertes 
Ovalbumin in bezug auf Molekulargr6éBe einheitlich ist und ein aus- 
gedehntes py-Stabilitatsgebiet besitzt, innerhalb dessen das Molekular- 
gewicht vom py unabhingig ist*. Die Sedimentationskonstante ist 
bei 20° 3.4.10°8%. Das Molekulargewicht ist 34500. Die Lésungen 
dieses Proteins sind praktisch frei von unzentrifugierbaren Zersetzungs- 
produkten zu erhalten. 


' Siehe z. B. Willstdtter, Grassmann au. Ambros, Zeitschr. t. physiol. 
Chem. 152, 164, 1926. 

* Sdrensen, diese Zeitschr. 7, 45, 1908; Willstdtter up Waldschmidt-Leitz, 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 54, 2988, 1921. 

2 van Slyke, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 43. 3170, 1910; Linderstrom- 
Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 173, 32, 192s. 

3 J. Amer. chem. Soc. 1926-1932; Kolloidzeitschr. 51, 10, Lose. 

+ J. Amer. Chem. Soc. 52, 5187, 1930. 
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Das proteolytische Enzym Papain hat sein) Wirkungsoptimum 
beim isoelektrischen Punkt des Substrates!. In unaktiviertem Zustand 
wirkt es nur auf durch kiinstliche Eingriffe verdinderte EiweiBkérper, 
wie Gelatine oder hitzedenaturiertes Ovalbumin, in aktiviertem Zustande 
greift es wirklich native, einheitliche EiweiBkérper an*. Wir haben 
fiir unsere Versuche das Handelspraparat ,,Papaiotinum 1: 350° von 
Bk. Merck benutzt. Die Aktivierung geschah durch Zusatz von Blau- 
saure nach den von Willstdtter und Grassmann® gegebenen Vorschriften. 





Abb. La. Abb. Ib. 
Zentrifugierung einer unzersetzten Ov- Zentrifugierung einer durch Einwirkung 
albuminlosung in einem Kraftfeld yom von aktiviertem Papain teilweise zer- 
220000 fachen der Schwere: Zeit setzten Ovalbuminlisung; Kraftfeld wie 
zwischen den Aufnahmen 15 Minuten im nebenstehenden Bilde: Zeit zwischen 


den Aufnahmen 25 Minuten. 
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Abb. 2. 


Zeutrifugierungsdiagramm einer unzersetzten Ovalbuminlisung (gestrichelte Kurven) und einer 

durch Einwirkung von aktiviertem Papain teilweise zersetzten Ovalbuminlisung (ausgezogene 

Kurven) in einem Kraftfeld vom 220000fachen der Schwere; Zeit zwischen den Aufnahmen 
15 Minuten. 


In der nachfolgenden Tabelle sind die Sedimentationskonstanten 
nach verschiedener Einwirkungsdauer des Enzyms zusammengestellt. 
Abb. 1 gibt die photographischen Aufnahmen der Sedimentation bei 


1 Willstatter, Grassmann u. Ambros, Zeitschr. f. physiol. Chem. 151, 
307, 1926. 

2 Dieselben, ebenda 151, 301, 1926. 

3 Zeitschr. f. physiol. Chem. 138, 184, 1924. 
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Abbau des Ovalbumin-Molekiils durch Papain. 3 


Tabelle. 


Einwirkung von Papain aut Ovalbumin. 


Proteinkonzentration wahrend der Spaltung 2°,, Papainkonzentration 

0,15°,; fiir die Bestimmung der Sedimentationskonstante wurde die Losung 

zehnfach verdiinnt; Lésungsmittel: m/5 Acetatpuffer von py 5,0; Zentri 

fugalkraft etwa 220000mal so groB wie die Schwerkraft (entsprechend 
einer Rotation von 55000 Touren pro Minute). 





aie , sedimentations- 
Sedimentations- 


Dauer der Unzentri- konstante 

Versuchs- . Einwirkung konstante fugierbare des nur wirme- 

Nummer Enzym bei 40° des enzym- Komponente behandelten 
in Stunden behandelten in %»% Ovalbumins 


Ovalbumins (= Kontrolle) 


1 Akt. Papain 12 2,9.10-3 14 3,4.10- }5 
2 ‘~ 24 2.4 5D 3.5 
3 46 2.5 5Y 3.3 
4 - 84 2,1 76 3.4 
5 Unakt. Papain 84 3.4 3.1 


Versuch 3 wieder. Die Abb. 2. enthalt die Photometerkurven von 
Versuch 2. 

Die relative Menge der unzentrifugierbaren Komponente wurde 
aus der Lichtabsorption abgeschatzt und ist deshalb nur als der GréBen- 
ordnung nach richtig zu betrachten. 

Aus der Tabelle geht hervor, daB die Sedimentationskonstante 
und folglich auch das Molekulargewicht des durch Einwirkung von 
Papain auf Ovalbumin erhaltenen Produkts bedeutend niedriger ist 
als diejenige des Ausgangsmaterials. Eine naihere Analyse der Photo- 
meterkurven (vgl. Abb. 2) zeigt ferner, daB das Produkt nicht einheitlich 
ist. Es besteht aus einer unzentrifugierbaren Komponente wohl 
Aminoséuren -— und aus einer zentrifugierbaren, jedoch polydispersen 
Komponente. Durch Einwirkung von unaktiviertem Papain wird die 
Sedimentationskonstante nicht verdindert. Es entsteht auch keine 
merkliche Menge unzentrifugierbarer Produkte dabei. Das unaktivierte 
Papain ist deshalb ohne Wirkung auf das Molekiil des nativen Ov- 
albumins. 

Der Abbau durch aktiviertes Papain erfolgt offenbar so, dai das 
Ovalbuminmolekiil allmahlich verkleinert wird, indem unzentrifugier- 
bare Bruchstiicke abgelést werden. Es entsteht in dieser Weise ein 
polydisperses Produkt. Die nihere Zusammensetzung desselben kann 
erst durch eine eingehende Untersuchung mittels der Ultrazentrifuge 
aufgeklirt werden. Dariiber hoffen wir spiter berichten zu kénnen, 


Die Versuche wurden mit Unterstiitzung der Rockefeller-Stiftung 
ausgefiihrt. 








Zur Kenntnis des antiskorbutischen Vitamins 
(Vitamin C, Ascorbinsiure). 


Von 
P. Karrer, H. Salomon, R. Morf und K. Schépp. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Ziirich.) 
(Eingegangen am 29. Dezember 1932.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


In einer vorlaufigen Mitteilung, welche am 2. November 1932 bei 


der Redaktion der Helvetica Chimica Acta einging, berichteten wir 


uber einige Resultate, welche wir bei der Untersuchung der sogenannten 
Hexuronsiure gewonnen haben, welche Szent-Gydrgyi in den Neben- 
nieren entdeckte! und spiter? als den natiirlichen antiskorbutischen 
Faktor angesprochen hat. 


Thre Heilwirkung bei skorbutkranken Meerschweinchen ist spaiter von 
Waugh und King® bestitigt worden; auch Tillmans‘4 u. a. schlossen sich 
der Auffassung an, daB die sogenannte Hexuronsaéure wahrscheinlich mit 
dem antiskorbutischen Prinzip identisch ist, hauptsachlich weil sie schon 
in saurer Lésung starkes Reduktionsvermégen gegen Jod und 2, 6-Dichlor- 
phenol-indophenol besitzt und nach Untersuchungen von Tillmans® die 
antiskorbutische Wirksamkeit pflanzlicher Extrakte mit deren Reduktions- 
vermégen gegen Jod und Dichlorphenol-indophenol ungefaihr parallel zu 
gehen scheint. 


Im folgenden méchten wir iiber unsere bisherigen Erfahrungen mit 
der Substanz, welche nach einem Vorschlag von Professor Szent-Gyérgyi 
zukiinftig Ascorbinsdure heiBen soll, etwas eingehender referieren®. 


1 Nature, 28. Mai, 1927; Biochem. Journ. 22, 1387, 1928. 

* Ebenda, 16. April, S. 576, 1932. 

3 J. of biol. Chem. 97, 324, 1932. 

4 Zeitschr. f. angew. Chem. 1932, S. 479; diese Zeitschr. 250, 312, 1932. 

> Zeitschr. f. Untersuchung d. Lebensmittel 63, 1, 21, 1932; diese 
Zeitschr. 250, 312, 1932. 

6 Vgl. unsere erste Mitteilung vom 2. November 1932 in H.C. A. 16, 
1932 (im Druck), sowie Vierteljahrsschrift der Ziiricher Naturforsch.- 
Gesellschaft 78, 9, 1932. 
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P. Karrer, H. Salomon, R. Morf u. K. Schopp: Zur Kenntnis usw. a 


25¢ Ascorbinsiure wurden zunachst fraktioniert aus Methyl- 
alkohol kristallisiert, und zwar derart, daB nach fiinfmaliger Kristalli- 
sation eine schwerlésliche Spitzenfraktion von lg tibrig blieb. In den 
einzelnen Kristallisationen haben wir die Jodzahl (Titration in saurer 
Lésung) sowie die Schmelzpunkte (189 bis 190° unkorr.) genau gleich 
befunden. Der beobachtete Jodverbrauch war folgender: 





Substanz = ) Ber. fiir Aufnahme von 2 Atom. 
Einwage —s Jod pro Mol. Ascorbinsiure 
= Jodlésung (Mol.-Gew. 176) 
2. Kristallisation 2... 0,0238 27,0 27.0 
3. " bth ee 0,0097 11.1 11.92 
4. a ee 0.0117 13.3 13.3 
5. > ee 0.0118 13,3 13.4 


Die Analyse der fiinfmal umkristallisierten Ascorbinsdure ergab: 
C,H,O, (176). Ber.: © = 40.91:  H — 454°); 
gef.: C 40.92; H 4,52 °.. 





i Diese Ergebnisse machen es sehr wahrscheinlich, da das fiir die 
ir weiteren Versuche verwendete Ascorbinsiurepraparat chemisch rein war. 
n Entgegen der bisherigen Annahme liegt in der Substanz von Szent- 
r Gyorgyi nicht das Lacton einer Hexuronsaure vor, sondern eine freie 
n Carbonsaure, C;H,;0,COOH, denn sie bildet cin Natriumsalz der Zu- 

sammensetzung CgH,O,Na, welches demnach aus der Ascorbinsiure 
n durch Austausch eines H-Atoms gegen Metall entsteht, ohne dal 
h Wasser angelagert wird. Ascorbinsaures Natrium kristallisiert aus ver- 
' diinntem Alkohol wasserfrei in prachtvollen Saulen (vgl. Abbildung). 
Die Formel C;H,;O,COOH der Ascorbinsiure liBt erkennen, dab ein 
e C-Atom keinen Sauerstoff tragen kann. 
i Die Verbindung enthalt zwei Carbonylgruppen, denn sie liefert bei 
a ° ° vs P ° 

der Einwirkung von p-Nitrophenylhydrazin ein dunkel  braunrotes 
, Di-p-nitrophenylhydrazon, welches sich in verdiinnten Alkalien mit 
; tief blaugriiner Farbe lést. Um ein Osazon kann es sich hier nicht 


handeln, da die Substanz schon bei Zimmertemperatur in wenigen 
Stunden entsteht: ihre Alkaliléslichkeit beweist, daB die Carboxy!- 
gruppe bei der Dihydrazonbildung nicht in Mitleidenschaft gezogen 
wurde. 

Beim Kochen einer wiisserigen Lésung des Vitamins € (Ascorbin- 
saure) mit o-Phenylendiamin und o0-Toluylendiamin bildet sich kein 
Azin: die beiden Carbonylgruppen stehen daher sehr wahrscheinlich 
nicht in Nachbarstellung; Glucoson mit der Gruppierung CHOCO... 
- geht mit o-Diaminen leicht in Diazine iiber. LaBt man das Reaktions- 


gemisch von Ascorbinsiure und o-Toluylendiamin mehrere Tage bei 
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Zimmertemperatur stehen, so scheidet sich zwar eine kleine Menge 
eines kristallinen Umsetzungsproduktes ab, welches aber in Laugen 
unléslich ist, somit keine freie Carboxylgruppe enthalt. Seine Natur 
ist noch nicht naher untersucht. 

Durch Bestimmung der aktiven H-Atome nach Zerewitinoff lassen 
sich in der Ascorbinsiure vier Hydroxylgruppen nachweisen. 

Die Verbindung ist ungesattigt, d. h. sie enthalt eine Kohlenstoff- 
doppelbindung. Dies zeigt sich zundchst im Verhalten gegen Tetra- 
nitromethan, welches bei der Zugabe einer alkoholischen Vitamin-C- 
Losung intensiv gelb gefarbt wird. Auch gegeniiber aktiviertem Wasser- 
stoff verhalt sich Vitamin C ungesattigt. Es nimmt dabei etwa 3 Mol H, 
auf. Das Reduktionsprodukt konnte bisher nicht kristallisiert, sondern 
nur in Form eines zihen Oles gewonnen werden. Die Analyse desselben 
laBt aber erkennen, daB durch die Reduktion ein Atom Sauerstoff 
reduktiv entfernt wurde und das Reduktionsprodukt teilweise lactonisiert 
vorliegt. 

Bei der Einwirkung von Diazomethan bildet Vitamin © ein Di- 
methylderivat, CgH,O,(CH,),. Auch dieses liegt bisher nur in Form 
eines dicken Oles, aber analysenrein, vor. Eine Methylgruppe laBt sich 
darin durch Alkali verseifen, die andere ist gegen Alkalien bestandig. 
Diese Beobachtung ist wichtig, weil sie zeigt, daB Vitamin C wirklich 
ein Carboxyl enthalt, da sich die durch Methylierung daraus gebildete 
Estergruppe alkalisch verseifen laBt. Das zweite bei der Einwirkung 
von Diazomethan auf Vitamin C eingetretene Methyl muB dagegen 
ein enolisches Hydroxyl verschlossen haben, da diese Methoxylgruppe 
durch Alkalien nicht wieder gespalten wird. Das Dimethylderivat und 
das durch alkalische Verseifung dargestellte Monomethylderivat redu- 
zieren Fehlingsche Lésung nur in der Hitze und nur wenig. Dieser 
Versuch spricht daher bereits fiir das Vorliegen einer Enolgruppierung 
in der Substanz. 

Das Vorhandensein einer solchen Enolgruppierung wird weiter 
bewiesen durch die intensiv violettblaue Eisenchloridreaktion, welche 
Vitamin-C-Natrium gibt, ferner durch den Umstand, daB Vitamin C, 
ihnlich wie Acetessigester oder Malonester, mit Diazoniumsalzen zu 
gelben bis braunen Farbstoffen kuppelt. Es darf daher die SchluB- 
folgerung gezogen werden, daB VitaminC die Atomgruppierung 
CO.CH.CO — CO.CG—C(OH) enthalt. 


Die Keton-Enoltautomerie der Ascorbinsiure kommt ferner sehr 
schén in ihrem Absorptionsspektrum zum Ausdruck. Die Absorptions- 
kurven und deren Maxima liegen in salzsaurer, in rein wasseriger und 
in schwach alkalischer Lésung verschieden, wie dies bei tautomer 
reagierenden Verbindungen der Fall sein muB (vgl. Abb.1).Doch 
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Zur Kenntnis des antiskorbutischen Vitamins. 7 


miissen wir zu den Absorptionskurven bemerken, daB nur diejenige, 
welche der Lésung der Ascorbinsaure in verdiinnter HCl (n/L0 bis n/100) 
entspricht, leicht mit groBer Genauigkeit reproduzierbar ist. In ver- 
diimnter Lauge wird Vitamin C so schnell verindert, daB schon kurze 
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c-mo} /t\ i yi: 
| 


__ Vitamin 







] 
| 
| 
| 








ss \ 
> | Z \ 
Shy 
> 4. \ 
S40) a 
. | | \ 
%> 
} \ 
= 25} \ 
—_—- R00 AAF - 
Abb. 1. 


Aufnahmen in sauerstoffreien Lisungsmitteln, 
Konzentrationen : 
I. 6,54. 10-5 mol.; in nj/l00 HCl oder n/10 HC! 
II. 1,34.10-3 , in H,0 
2,68.10-4 ., in H,O 
Ill. 1,384.10-3 , in n/10 NaOH. 
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Abb. 2. 


Aufnahmen ohne Vertreibung des Luftsauerstoffs aus den Lisungsmitteln 


, 


Konzentrationen : 
I. 6,54.10-5 mol.; in n/100 HCl 
Il. 2,97.10-4 , in H,O 
Ill. 2,68.10-3 , in n/10 NaOH. 


Zeit nach der Herstellung der alkalischen Lésung eine stark verschiedene 
Absorptionskurve mit viel tieferen ¢-Werten erhalten wird, wie dies 
aus Abb. 2 ersichtlich ist. Ferner hat sich herausgestellt, daB bei zu 
groBer Verdiinnung der fiir die Absorptionsmessungen benutzten 
alkalischen Lésungen die ¢-Werte so stark sinken, daB auch unter 
Verwendung groBer Schichtdicken unter Umstanden iiberhaupt keine 
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Absorptionen mehr beobachtet werden kénnen. Das Beersche Gesetz 
ist also in alkalischer Lésung nicht erfiillt, was eindeutig fiir eine Ver- 
ainderung der Substanz spricht. 

Offenbar erfolgen die Umwandlungen des Vitamins C in alkalischem 
Medium bei sehr groBer Verdiinnung besonders schnell. Die in den 
Abb. 1 und 2 reproduzierten Absorptionskurven sind mit den an- 
gegebenen Ascorbinsiurekonzentrationen erhalten worden. Die Ver- 
anderung des Vitamins C macht sich auch in reinem Wasser, wenn auch 
weit weniger schnell als in alkalischer Lésung, bemerkbar. 

Das Absorptionsspektrum, wie es durch Abb. 1 dargestellt wird 
ist unter Verwendung ganz frisch bereiteter Lésungen von Vitamin C 
aufgenommen worden, in denen der geléste Sauerstoff vorher durch 
Stickstoff ausgetrieben worden war. Die Maxima und e¢-Werte liegen 
wie folgt: 

Absorptionskurve der Lésung in n/100 HCl: Max. 242 mu. Log e.¢ = 3,94 


eg mn = ;. Wasser. » s0bmin. ,, €.€ 3.85 


? 


ee a e » n/lONaOH: ,, 300my. ,, €.c = 3,83 


Die drei Kurven schneiden sich nicht in einem isosbetischen Punkt. 
wie dies der Fall sein miiBte, wenn ein einfaches Zweikérpersystem 
Enol-Keton vorliegen wiirde (der 3-Kurvenschnitt in Abb. 2, welche die 
uncharakteristischen Absorptionen in lufthaltigen Fliissigkeiten dar- 
stellt, ist vermutlich zufallig). Es mu8 daraus geschlossen werden, 
daB Vitamin-C-Lésungen auBer Keton- und einer Enolform noch 
mindestens eine dritte Substanz, welche wiederum ein anderes Absorp- 
tionsspektrum besitzt, enthalten. Ob es sich hierbei um eine weitere 
Enolmodifikation, ein Hydrat, das optisch differenzierte Saureion 
oder ein anderes Umwandlungsprodukt handelt, 148t sich vorlaufig 
nicht entscheiden. 

Aus der Verschiedenheit der Lage und der Héhe der Absorptions- 
maxima des Vitamins C in saurer, neutraler und alkalischer Lésung 
ergibt sich, daB es unerlaBlich ist, bei Angaben tiber die Absorptions- 
spektren des Vitamins C das py der verwendeten Fliissigkeit genau zu 
beriicksichtigen; anderenfalls werden die Messungen unvergleichbar. 
Auch wenn man aus der GréBe des Extinktionskoeffizienten die 
Vitamin C-Konzentration eines Pflanzensaftes ermitteln will. sind die 
hier gemachten Beobachtungen zu_beriicksichtigen. 

Schon Szent-Gyoérgyi hat gefunden, da8 Vitamin C in saurer Lésung 
2 Atome Jod verbraucht, und unsere oben mitgeteilten Titrationen haben 
dies bestatigt. Es wurde! die Annahme gemacht, daB dabei eine De- 
hydrierung des Vitamins C stattfindet, bei welcher die Verbindung 
2 H-Atome verliert. Wir haben versucht, dieses Derivat der Ascorbin- 


! Biochem. J. 22, 1387, 1928. 











I 
] 


yey 


» ~— 





rd 

ic 
‘ch 
en 


4 
S85 
83 
kt. 
-m 
lie 
ar- 
en, 
ch 
rp- 
re 
on 
fig 


As- 


is- 
Zu 
ar. 
lie 
lie 


ng 
en 


de- 


in- 














Zur Kenntnis des antiskorbutischen Vitamins. 9 


siure zu isolieren. Zu diesem Zwecke versetzten wir die wasserige 
Lésung der Substanz mit der genau berechneten, in CHCl, gelésten 
Menge Jod. Letzteres verschwindet beim Umschiitteln der Fliissigkeit 
sofort. Hierauf trennten wir die farblose, wasserige Schicht ab und 
verdunsteten sie im Vakuumexsikkator bei Zimmertemperatur. Als 
die Fliissigkeit eine bestimmte Konzentration erreicht hatte, trat 
unter starker Jodausscheidung eine Selbstzersetzung ein, und als das 
ganze Lésungsmittel verdunstet war, blieb neben etwas Jod_ kristalli- 
sierte Ascorbinséiure zuriick: sie besaB alle charakteristischen Kigen- 
schaften des natiirlichen Vitamins C und zeigte auch richtige Analysen- 
werte (gef.: C = 40,68 %, H = 4,65°,: ber.: C = 40,92%, H = 4,54°,). 
Zur Erklarung dieses merkwiirdigen Reaktionsverlaufes stehen 
zwei Wege offen: entweder findet durch Jod tatsachlich eine Dehydrie- 
rung des Vitamins C statt, und der dabei gebildete Jodwasserstoff 
reduziert, sobald seine Konzentration geniigend groB ist, die Dehydro- 
ascorbinséure wieder zur Ausgangssubstanz, z. B.: 
>CHOH + Jz = >CO +247, 
oder Jod lagert sich primar an die enolische Doppelbindung der Ascorbin- 
siiure an, wobei sich folgende Prozesse abspielen: 


Jo 
— CH—C (OH) — -—> —CHJ — C(OH) J — > —CHI—CoO— 
konzentrieren 
+3>— <> —CH = C (OH) — + Jp. 
der Losung 5 


Der letztere Reaktionsmechanismus scheint uns zunachst wahrschein- 
licher. Die Reaktion wird noch genauer untersucht. 

Wie bereits Szent-Gydrqyi festgestellt hat, wird Vitamin C sehr 
leicht schon in saurer Lésung durch verschiedene Oxydationsmittel 
oxydiert: dabei bildet sich zunachst ein Produkt, welches durch Austritt 
von Wasserstoff aus der urspriinglichen Substanz entstanden ist und 
aus welchem Vitamin C durch Einwirkung gelinder Reduktionsmittel, 
wie H,S, regeneriert werden kann. Dieses Oxydationsprodukt, welches 
bisher nur in Lésung bekannt war, konnte in festem Zustande, aller- 
dings noch nicht kristallisiert, dargestellt werden. Wir haben zu diesem 
Zwecke Vitamin C mit Kupferacetatlésung in der Kalte oxydiert, 
hierauf das tiberschiissige Kupferion durch Salicylaldehydoxim aus- 
gefallt und nach dem Ausschiitteln des Uberschusses an Salicylaldehyd- 
oxim mit Ather durch Eindampfen das Dehydrovitamin C in Form 
eines lockeren, amorphen Pulvers erhalten, welches in Wasser und Alkohol 
sehr leicht léslich ist. Es reduziert Kupferacetatlésung in der Kialte 
nicht, laBt sich dagegen durch Behandeln mit H,S wieder in das kristalli- 
sierte Vitamin C zuriickverwandeln. 


Die bei der Oxydation der Ascorbinsiure mit Kupferacetat ab- 
geschiedene Menge Kupferoxydul entspricht etwa molarem Verhaltnis, 
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kann also dahin gedeutet werden, daB die Dehydrierung des Vitamins C 
in dem Verlust von 2 H-Atomen besteht. Die Analyse der rohen De- 
hydroascorbinsaure ergab indessen bisher einen fiir die Formel C,H,O, 
etwas zu hohen Wasserstoffgehalt, wahrend die Kohlenstoffwerte der 
Theorie entsprechen. Auch diese Frage bedarf daher weiterer Unter- 
suchung. 

Kin anderes, Fehlingsche Lésung nicht mehr reduzierendes Oxy- 
dationsprodukt der Ascorbinsiure wird bei der Titration der Substanz 
mit Jod in alkalischer Lésung gewonnen; der Jodverbrauch entspricht 
genau 4 Atomen. 

Fir die Konstitution der Ascorbinséure haben auch Beobachtungen 
an einer Acetonverbindung des Vitamins C Bedeutung. Dieses Aceton- 
derivat entsteht nach Szent-Gyérgyi (private Mitteilung) sowie einer 
Publikation von L.v. Vargha! bei der Einwirkung von Aceton und 
einem Wasser entziehenden Stoff auf Vitamin C und zeichnet sich durch 
vorziigliches Kristallisationsvermégen aus (vgl. Abbildung der Kristalle). 
Wie Vargha gefunden hat, entspricht es der Zusammensetzung CgH,. 0g, 
d. h. es ist durch Austritt von 1 Mol H,O aus den beiden Komponenten 
gebildet worden. Da es durch Wasser leicht wieder gespalten wird, 
kann die Acetonbindung nur durch Wasseraustritt zwischen zwei 
OH-Gruppen des Vitamins C und dem Sauerstoff der Carbonylgruppe 
des Acetons erfolgt sein, also in gleicher Weise wie bei der Bildung der 
Acetonzucker. Dieses Acetonderivat liBt sich in alkoholischer Lésung 
als einbasische Saure scharf titrieren; das Natriumsalz, welches noch 
den Acetonrest enthalt, kann isoliert werden. Die Carboxylgruppe 
hat somit an der Bindung des Acetons nicht teilgenommen. Anderer- 
seits ist auch das enolische Hydroxyl nicht daran beteiligt, indem das 
Acetonderivat des Vitamins C in Form des Natriumsalzes noch die 
violette Eisenchloridreaktion gibt, und weil das Acetonderivat bei der 
Kinwirkung von Diazomethan, wie das freie Vitamin C selbst, zwei 
Methylgruppen aufnimmt, wobei ein prachtvoll kristallisiertes Di- 
methylderivat, CyH,gO,(C Hs). (Methyl-acetonascorbinsaure-methyl- 
ester), entsteht (vgl. Abbildung der Kristalle). Dasselbe enthalt keine 
aktiven H-Atome (Zerewitinoff-Test negativ). 

Bei der Bildung des Acetonderivates miissen daher zwei alkoholische 
Hydroxylgruppen des Vitamins C in Reaktion getreten sein. Nach 
den Erfahrungen bei der Synthese der Acetonzucker kommen fiir diese 
beiden Hydroxylgruppen nur 1,2- oder 1,3-Stellungen in Betracht. 

Durch Behandlung des aus Ascorbinsiure und Diazomethan ent- 
standenen Methylascorbinsiuremethylesters mit Dimethylsulfat und 
Alkali entsteht der Trimethylascorbinsiuremethylester, C, HO, (C H,),. 


' Nature 130, S. 847, 3. Dezember, 1932. 
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Abb. 3. Abb. 4. 


Natriumsalz der Ascorbinsaure. Natriumsalz der Ascorbinsaure 





Abb. 5. Abb. 6. 


Aceton-ascorbinsiure Aceton-ascorbinsiure 





Abb. 7. Abb. &. 
Methyl-aceton-ascorbinsiure- Methyl-aceton-ascorbinséure 
methylester. methylester 
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(OCH, gef.: 53,91°,: ber.: fiir vier OCH ,-Gruppen 53,45°,.) Die 
alkalische Oxydation der Substanz mit Permanganat fiiirt zu einer 
Monocarbonsaure, welche noch zwei Methoxylgruppen enthalt und mit 
Diazomethan in den zugehérigen Methylester iibergeht. Die bisherige 
analytische Untersuchung der Verbindung wiirde ungefihr mit einer 
Dimethoxyketobuttersiure harmonieren. Doch wird erst der weitere 
Abbau der Verbindung iiber ihre Struktur sicheren Aufschlu8 geben 
k6nnen. 

Beziiglich der Konstitution des Vitamins C kénnen  vorlaufig 
folgende Betrachtungen angestellt werden. Wenn, wie dies sehr wahr- 
scheinlich, aber noch unbewiesen ist, die sechs ©-Atome in einer un- 
verzweigten Kette liegen, und man im weiteren Formeln mit zwet 
benachbarten Carbonylgruppen (Keto- bzw. Aldchydgruppen) aus- 
schalten darf, wofiir unseres Erachtens die Reaktionen der Substanz 
sprechen, so bleiben fiir die Ascorbinsaéiure tolgende acht Formeln 
zur Wahl: 

CHO CHO  CH,OH CH,OH CH, CHO CH,OH CHLOH 
| | | 
éHon CHOH CO CH, CHOH CH, Co CHOH 
CO co énon CO CO CO CH, 0 
on On, co hoe CHOH c HOH CO 
| | 


CH, CHOH CH, CO CO CHOH CHOH 
| | " ' 


| | | 
COOH COOH COOH COOH COOH COOH COOH CooL 
(1) (IT) (IIT) (IV) (V) (VI) (VIT) (VIIT) 


Hiervon scheiden jedoch Formeln ILI, IV und VII aus, weil sie in 
enolisierter Form kein asymmetrisches C-Atom enthalten (VII auBerdem 
keine 1,2- oder 1,3standigen alkoholischen Hydroxyle), ebenso V. 
weil die Ascorbinsaéure bei der Oxydation mit Chromsaure keine Essig- 
siure liefert: sie kann also keine CH,-Gruppe besitzen. Rhamnose. 
welche als Vergleichssubstanz ebenfalls mit Chromsaure abgebaut 
wurde, gab etwa 0,7 Mole CH,COOH. 

Nach Formel VI sollte es méglich sein, aus Ascorbinséure bei 
Oxydationsprozessen Weinsaiure zu gewinnen, was uns bisher nicht 
gelungen ist. Wenn sich das durch alkalische Oxydation aus Trimethvl- 
ascorbinsdiuremethylester erhaltene, oben erwaihnte Produkt, in welchem 
eine Monocarbonsaure vorliegt, bei der weiteren Untersuchung als cine 
Dimethoxyketobuttersiure erweisen sollte, so kénnte von allen acht 
Formeln nur VIII eine Erklarung fiir das Entstehen dieser Verbindung 
liefern. Nach privater Mitteilung von Herrn Kollegen Szent-Gydrgyi 
hat sein Mitarbeiter L. vr. Vargha gefunden, daB die Ascorbinsiure mit 
Triphenyl-methylchlorid ein Triphenyl-methylderivat liefert. was das 
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Vorhandensein einer primiren Alkoholgruppe beweist; die Aceton- 
verbindung der Ascorbinsiure reagiert mit demselben Reagens nicht. 
Der Acetonrest steht daher endstaindig, und es ist offensichtlich, dab 
von den oben angefiihrten Formelin I bis VIII nur die letzte dieses 
Ergebnis zu erklaren vermag. Zur endgiiltigen Entscheidung werden 
indessen, wie erwaihnt, noch weitere Versuche notwendig sein. 

Die meisten der hier beschriebenen Verbindungen sind im Labora 
torium von H. von Euler sowie im pharmakologischen Laboratorium von 
F. Hoffmann-La Roche & Co. in Basel durch Herrn Dr. Demole auf 
antiskorbutische Wirksamkeit gepriift worden. Wir danken fiir diese 
Untersuchungen auch an dieser Stelle herzlich. Aus den dabei ge- 
wonnenen Ergebnissen méchten wir hier nur kurz erwihnen, dai 
sowohl die fiinfmal umkristallisierte Ascorbinsaure wie auch die aus 
dem reversibeln Oxydationsprodukt (Dehydroascorbinsaure) zuriick- 
gewonnene Ascorbinsiure sowie auch das mehrfach umkristallisierte 
ascorbinsaure Natrium und die Dehydroascorbinsiure in Dosen von 
1 bis 2 mg pro Tag und Tier gute antiskorbutische Wirkung entfalten. 


Erginzungen zum experimentellen Teil. 
Titration der Ascorbinsdure mit Jod in alkalischer Lésunq. 


Die Substanz wurde in Wasser gelést, mit einem Uberschu®B von Jod 
lésung und hierauf dem 1’ ),fachen der berechneten Menge Natronlauge 
versetzt, die Mischung 15 Minuten stehengelassen, hierauf mit verdiinnter 
Schwefelséure angeséiuert und mit Thiosulfatl6sung zuriicktitriert. 

Eimwage .... +--+ ++. 9,01875g Substanz; 
Verbrauch, . . ... . . . . 41,0cem n/100 Jodlésung 
Berechnet fiir 4 Atome Jod, . 42,5 ccm. 


Methylierung des Vitamins C mit Diazomethan. 


6,4g Substanz wurden in absolutem Methylalkohol gelést und mit 
einem Uberschu®B von atherischer Diazomethanlésung gut durchgeschiittelt 
Die Fliissigkeit blieb 1 Stunde lang stehen; hierauf dampfte man sie zur 
Trockne ein, nahm den éligen, braungelb gefarbten Riickstand in wenig 
absolutem Alkohol auf und filtrierte Spuren einer flockigen Ausscheidung 
ab. Nach dem Verdampfen des Lésungsmittels hinterblieb ein farbloser, 
éliger Riickstand, der nach dem Trocknen im Hochvakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd folgende Analysenwerte ergab: 

CgH_O,g (CH;).. Ber.: C 47,05; H 5,90; OCH, 30,39 %; 

gef.: C€ 46.97; H 6,12; OCH, o1,1%. 

Die Substanz lést sich in Wasser und Alkohol leicht. Sie reduziert Fehling- 
sche Lésung nur in der Hitze und nur sehr schwach; aus ammoniakalischer 
Silbersalzlésung wird ebenfalls nur wenig Silber abgeschieden, so daB das 
Reduktionsvermégen vielleicht auf Spuren von Verunreinigungen zuriick- 
getiihrt werden darf. Der Methylascorbinsduremethylester farbt Tetra- 
nitromethan gelb. Die Bestimmung der optischen Aktivitaét in Wasser 
ergab [a]p = + 43,66°. Jodlésung wird von der Substanz nicht entfarbt, 
dagegen Permanganatlésung sofort reduziert. 
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Kine Methylgruppe im Methylascorbinséiure-methylester wird durch 
Alkali in der Hitze leicht verseift. Wir haben 0,1066 g der Substanz mit 
5eem n 2 wiasseriger Natronlauge | Stunde lang auf 50° erwarmt und den 
CUherschuB an Lauge hierauf mit n/10 HCl zuriicktitriert. 

Verbrauchte Lauge: 1,1 cem. 

serechnet fiir die Verseifung einer Estergruppe (Molekulargewicht des 
Methylascorbinsiuremethylesters 204): 1,05 cem. 


Titration und Methylierung der Aceton-ascorbinsdure. 


Die Aceton-ascorbinsaéure wurde nach L. v. Vargha hergestellt. Schmelz- 
punkt der Substanz 205° (unkorr.). 

Analyse : 
‘ ce 50,0; H 
C 49.61; H 
0,031 ¢@ Substanz erforderten bei der Titration 12,1 cem abs. alkoholischer 
Natriumathylatlésung mit einem Gehalt von 0,00342 ¢ Na.  Berechnet 
fiir 1 Mol (Molekulargewicht der Aceton-ascorbinsaéure 216) 0,0033 ¢ Na. 

Zwecks Methylierung der Aceton-ascorbinséiure lésten wir 0.2 g¢ in 
absolutem Methanol und setzten hierzu einen UberschuB von atherischer 
Diazomethanlésung. Nach einstiindigem Stehen wurde das Lésungsmittel 
verdampft, wobei ein farbloses OL zuriickblieb, welches nach kurzem Stehen 
strahlig kristallin erstarrte. Dieser Methyl-acetonascorbinsaure-methylester 
laBt sich aus sehr wenig Alkohol oder aus einer Mischung von Ather und 
Petrolather gut umkristallisieren und wird dabei in zentimeterlangen, 
blendendweiBen Nadeln erhalten. Schmelzpunkt 100°. 


Analyse : 
C3 i. Ber.: C = 54,1; H = 6,56; OCH, = 25,4° 


gef.: C 53,60;  H 6,64; OCH, 25,00 °9. 


Darstellung des Natriumsalzes der Ascorbinsdure. 

Zu einer alkoholischen Lésung der reinen Ascorbinsaure wird 1 Mol 
einer absolut-alkoholischen Natriumathylatlésung gesetzt; dabei fallt das 
Natriumsalz der Ascorbinséiure fast momentan in Form eines flockigen 
Niederschlags aus. Nach dem Abnutschen laBt es sich sehr gut aus ver- 
diinntem Alkohol umkristallisieren und wird dabei in den schon beschriebenen 
nadel- und séiulenfé6rmigen Kristallen erhalten, welche die Zusammensetzung 
CgH,O,Na aufweisen. Ausbeute fast quantitativ. 

Bei der Darstellung der Verbindung ist ein UberschuB von Athylat- 
lésung zu vermeiden, da ansonst die Ausbeute an kristallisiertem Natrium- 
salz stark zuriickgeht; offenbar findet dann auch Neutralisation der enoli- 
schen Hydroxyle statt und gehen auch Zersetzungsprozesse der emptind- 
lichen Substanz vor sich. 


Oxydation der Ascorbinsdure mit Kupferacetat. 


Zu einer wiasserigen Lésung des Vitamins C wird eine gesattigte 
wasserige Lésung von Kupferacetat im UberschuB hinzugesetzt. Man 
verwendet z. B. auf 0,3g Vitamin C 10 cem bei gewéhnlicher Tempe- 
ratur gesattigter Kupfersalzlésung. Die Reduktion beginnt sofort; die 
Lésung farbt sich zunaéchst dunkelbraun und scheidet nach wenigen Minuten 
einen dicken Niederschlag von Kupferoxydul aus. Man laBt die Fliissigkeit 
ungefahr eine Stunde stehen, nach welcher Zeit die Reduktion beendigt 
und die iiber dem Niederschlag stehende Lésung klar geworden ist. 
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Bei quantitativen Versuchen wurden folgende Kupferoxyvdulmenger 
erhalten: 

47 mg Ascorbinsaure schieden eine Kupteroxydulmenge aus, welche. 
nach Bertrand titriert, 31,3 mg Kupfer entsprach. 

Berechnet fir Verbrauch von | Atom O pro Mol Ascorbinsaure : 
33.9 mg Cu. 

26.7 mg As. vinsdiure schieden eine Kupferoxydulmenge aus, welche. 
nach Bertrand titriert. 16.6 mg Kupfer entsprach. 

Berechnet fiir Verbrauch von lL Atom QO pro Mol Ascorbinsiure : 
190mg Cu. 

Die gegeniiber der Theorie et was zu tiefen Kupferoxydulwerte diirften 
wohl davon herriihren, da in der schwach essigsauren Losung, in welche 
die Oxydation der Ascorbinsaéure sich abspielt, kleine Mengen Cuprosalz 
in Lésung gehalten werden. 

Will man aus der von ausgeschiedenem Kupferoxydul abfiltrierten 
Oxydationslésung, welche die Dehydroascorbinsaure enthalt, die Ascorbin 
siure selbst regenerieren, so leitet man durch die Lésung Schwetelwasser- 
stoff. Zundachst fallt Kupfersulfid aus; wird dieses abfiltriert und das Einleiten 
des Schwefelwasserstoffs fortgesetzt, so triibt sich die Fliissigkeit bald 
durch Ausscheidung von Schwefel. Nachdem die Lésung mit H,S gesattigt 
ist. was etwa ', Stunde in Anspruch nimmt, trennt man den NSchwetel 
durch Filtration ab und verdunstet das Lésungsmittel im Vakuum bei 40 

*s 50° Der zuriickbleibende Riickstand wird in wenig absolutem Methyl- 
alkohol aufgenommen und diese Losung wiederum im Vakuum zur Trockne 
verdunstet. Dabei bleibt Vitamin C kristallisiert zuriick und JaBt sich in 
iiblicher Weise umkristallisieren. 

Will man aus der mit Kupferacetat versetzten Vitamin-C-Lésung die 
darin vorhandene Dehydroascorbinsaure isolieren, so wird nach dem Alb- 
filtrieren des ausgeschiedenen Kupferoxyduls das in der Loésung noch vor- 
handene Kupfersalz nach der Methode von Ephraim! durch Zugabe einer 
alkoholischen Lésung von Salicyvlaldehydoxim ausgefallt. Nach dem Alb 
filtrieren des Niederschlags extrahiert man das in der Fliissigkeit vorhandene 
tiberschiissige Salicvlaldehydoxim durch vier- bis fiinfmaliges Ausschiitteln 
mit Ather und verdampft hernach die wasserige Lésung bei 40 bis 50° 
im Vakuum zur Trockne. Den Riickstand nahmen wir in absolutem Methyl- 
alkohol auf, filtrierten die L6sung und verdunsteten sie erneut im Vakuum. 
Dabei bleibt ein fester, aber amorpher Riickstand, der sehr hygroskopisch 
ist. Im kristallisierten Zustand konnten wir diese Dehydroascorbinsaure 
noch nicht gewinnen. Sie reduziert Fehlingsche Lésung noch in der Kalte. 
gibt jedoch mit Eisenchlorid nicht mehr die fiir Vitamin C charakteristische 
Blaufarbung. 

Aus dem Verbrauch des Oxydationsmittels (Kupferacetat) darf ge- 
schlossen werden, daB bei der Dehydrierung 2 H-Atome pro Mol Ascorbin- 
siure abgespalten wurden. Damit steht die Analyse des amorphen Produkts 
aber noch nicht in sehr guter Ubereinstimmung: der H-Gehalt) wurde 
bisher stets etwas zu hoch gefunden: 

CgHeOg- Ber. : C 41,3; H 3,48 %; 
gef.: C 41,56; H 4.10°,,. 

Eine Molekulargewichtsbestimmung der Dehydroascorbinsaéure nach: 
Barger- Rast ergab den Wert 186. Die Substanz ist also monomolekular. 


1 Pk ritz Ephraim, Ber. 68, 1928, 1930. 








Uber die Léslichkeit und Dissoziationstendenz des 
Kohlenoxyd-Himoglobins in Ammoniumsulfatlésungen. 


Von 


S. P. L. Sorensen und Margrethe Sorensen, 
(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 30. Dezember 1932.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


In einer fritheren Abhandlung! ist ausfiihrlich klargelegt worden, 
in welcher Weise es méglich ist, sich mit Hilfe von Léslichkeitsbestim- 
mungen unter genau bestimmten Versuchsbedingungen ein Bild von 
der Dissoziationstendenz einiger Proteinstoffe zu machen, und zwar 
des Eialbumins, Pferdeserumalbumins und -serumglobulins, des Caseins 
und Weizengliadins. Der Zweck der vorliegenden Arbeit ist, auch das 
Pferdehamoglobin einer ahnlichen Bearbeitung zu unterziehen?. 

Schon in der oben zitierten Abhandlung wurden die Schwierig- 
keiten besprochen, denen man bei derartigen Untersuchungen begegnet, 
und es war von vornherein zu erwarten, daB diese Schwierigkeiten bei 
der Bearbeitung von Hamoglobin nicht kleiner sein wirden. Dieses 
Protein ist namlich in wasseriger Lésung verhaltnismaBig instabil, 
und iiberdies muBte seine Dissoziationstendenz sehr niedrig veran- 
schlagt werden, so daB eventuell vorhandene Verunreinigungen oder 


1 Kolloidzeitschr. 53, 102, 170, 306, 1980; C. r. du Laboratoire Carls- 
berg 18, Nr. 5, 1930. 

2 Es eriibrigt sich, an dieser Stelle ein Eingehen auf die reichhaltige 
Literatur iiber Darstellung und Eigenschaften des Hamoglobins. Wir 
miissen uns damit begniigen, auf eine Reihe von Abhandlungen aus dem 
Laboratorium von Edwin J. Cohn hinzuweisen, die unter dem gemein- 
samen Titel: ,.Studies in the physical chemistry of the proteins erschienen 
sind, und worin auch die Léslichkeitsverhaltnisse des Hamoglobins theore- 
tisch und experimentell eingehend behandelt werden. (E. J. Cohn u. Adela 
M. Prentiss, J. of gen. Physiol. 8, 619, 1927; Arda Alden Green, J. of biol. 
Chem. 98, 495, 517, 19381; 95, 47, 1932.) 
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Abbauprodukte groBen EinfluB auf die Bestimmung der GréBe der 
Dissoziationstendenz nehmen konnten. Um diese Fehlerquellen soweit 
wie méglich zu vermeiden, muBte die Reinigung des zu den Léslichkeits- 
bestimmungen verwendeten Ausgangsmaterials besonders griindlich 
ausgefiihrt werden, alle Operationen muBten bei médglichst tiefen 
Temperaturen vor sich gehen, und endlich muBte als Ausgangsmaterial 
Kohlenoxydhimoglobin benutzt werden, das viel stabiler ist als Oxy- 
hamoglobin. 

Die Reinigung des Kohlenoxydhdmoglobins, das im folgenden oft 
einfach Hamoglobin genannt werden wird, beruht auf dem Auskristalli- 
sieren und darauffolgenden Umkristallisieren aus Wasser oder schwachen 
Salzlésungen und erfordert ein voriibergehendes Erwirmen, wenn man 
sich nicht auf Ausfrierung der bei 0° gesattigten Lésung oder auf Fallung 
mit Alkohol oder anderen Fallungsmitteln einrichten will. Vorzuziehen 
ist nach unserer Meinung unter diesen Methoden das Ausfrieren mit 
darauffolgendem langsamen Auftauen der gefrorenen Mutterlauge, die 
sich nach dem Schmelzen von den Kristallen, welche sich am Boden 
des GefiBes gesammelt haben, abgieBen laBt; doch eignet sich das 
Verfahren nicht fiir Praparationen in gréBerem Stil. Fallung mit Alkohol 
oder ahnlichen Fallungsmitteln wollten wir nicht anwenden, da selbst 
bei tiefen Temperaturen die Gefahr einer beginnenden Denaturierung 
recht naheliegend ist. Als leichteste Reinigungsmethode haben wir 
das Auskristallisieren des Hamoglobins bei Salzzusatz befunden. Wir 
haben zu allen Hauptversuchen das bei der Untersuchung anderer 
Proteinstoffe so haufig verwendete Ammoniumsulfat benutzt, das 
iibrigens ein altbekanntes Fallungsmittel auch fiir das Hamoglobin 
ist!. Da die zur Bestimmung der Dissoziationstendenz dienenden 
Léslichkeitsbestimmungen in ammoniumsulfathaltigen Lésungen durch- 
gefiihrt werden konnten und ein Entfernen des Ammoniumsulfats durch 
Dialyse oder dergleichen sich daher eriibrigte, gestaltete sich die Dar- 
stellung und Reinigung des Hamoglobins als ein verhaltnismaBig ein- 
facher ProzeB, dessen Einzelheiten im Abschnitt A besprochen werden 
sollen. 

Als Vorarbeit fiir die Hauptversuche galt es, eine exakte Be- 
stimmungsmethode der Hamoglobinmenge auszubilden (Abschnitt B), 
und die Eigenschaften des beim Ammoniumsulfatzusatz auskristalli- 
sierten Hamoglobins naher zu untersuchen. Im Abschnitt C wird die 
Bestimmung des Wassergehaltes des kristallisierten Hamoglobins 
besprochen werden, wahrend die beiden folgenden Abschnitte die 
Versuche iiber die Abhangigkeit der Hamoglobinléslichkeit von der 


' Siehe z. B. Fr. N. Schulz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 24, 454, 1898 
und ,,Die Kristallisation von EiweiBstoffen“, Fischer, Jena 1901. 
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Ammoniumsulfatkonzentration (Abschnitt D) und der Wasserstoff- 
ionenaktivitat (Abschnitt E) enthalten sollen. 

Im Abschnitt F werden das Sauren- und Basenbindungsvermégen 
des Hamoglobins behandelt, und endlich im Abschnitt G die Versuche 
iiber die Abhangigkeit der Hamoglobinléslichkeit von der zu den 
Léslichkeitsversuchen verwendeten Hamoglobinmenge: dort wird auch 
die Berechnung der Dissoziationstendenz des Hamoglobins auf Grund 
der Resultate dieser Léslichkeitsbestimmungen eingehend behandelt 
werden. 

Herrn Dr. phil. Carsten Olsen und Fraulein Marie Louise Krarup, die 


uns bei der Darstellung und Reinigung des Hamoglobins in vortrefflicher 
Weise unterstiitzt haben, bringen wir hiermit unseren besten Dank. 


A. Darstellung des Himoglobins. 


Beim Schlachten eines Pferdes wurden 41, Liter Blut direkt aus 
einer Schnittwunde im Hals in einem Zylinderglas aufgefangen, welches 
500 ccm einer 3° igen Ammoniumoxalatlésung enthielt. | Wahrend 
des Einstrémens des Blutes wurde der Glasinhalt kraftig geriihrt, das 
Ganze sodann so bald wie méglich in Eiswasser gekiihlt und mit reinem 
Kohlenoxyd gesattigt!. Bei allen folgenden Operationen waren die 
angewendeten Wasch-, Fallungs- oder Lésungsmittel unter Eiskiihlung 
mit Kohlenoxyd gesattigt, mit Ausnahme der wenigen Faille, in denen 
eine gesittigte 4mmoniumsulfatlésung benutzt wurde; diese wurde 
bei gewohnlicher Temperatur mit Kohlenoxyd gesattigt und in diesem 
Zustande verwendet. Nachdem das Blut 2 Stunden im Eisschrank 
gestanden hatte, konnte etwa die Halfte des Plasmas abgehebert werden, 
worauf der Rest mit dem doppelten Volumen 0,9°,iger Natrium- 
chloridlésung, die zugleich 0,1°/, Ammoniumoxalat enthielt, vermischt 
wurde. Nach kraftigem Umriihren und Anbringung eines Hebers, der 
bis‘zum Boden des Glases reichte, blieb das Ganze bis zum nachsten 
Tage im Eisschrank stehen. Die roten Blutkérperchen setzten sich 
in dieser Zeit einigermaBen ab, und auBerdem sammelte sich ein wesent- 
licher Teil der weiBen Blutkérperchen oben in der Fliissigkeit, und 
blieb daher im Glase zuriick, wenn das Abhebern der roten Blutkérper- 
chen vorsichtig ausgefiihrt wurde. Die abgeheberte Blutkérperchen- 
suspension wurde durch 5 Minuten in einer Leune-Zentrifuge mit 


1 Das Kohlenoxyd wurde durch Zutropfen von starker Ameisensaure 
zu konzentrierter Schwefelsaure dargestellt, welche vorher auf 100° er- 
warmt worden war. Das Gas wurde mit Natronlauge und Wasser gewaschen 
und iiber ausgekochtem, destilliertem Wasser in einem aus zwei groBen. 
verschieden hoch gestellten Glasflaschen konstruierten Gasometer aut- 
gefangen, aus dem das Kohlenoxyd durch Vertauschen der Flaschen und 
Offnen eines Hahnes entnommen werden konnte. 
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6000 Touren pro Minute zentrifugiert. Die Glas- und MetallgefaiBe der 
Zentrifuge wurden vor dem Einfiillen der Blutsuspension mit Eiswasser 
gekithlt und unmittelbar nach dem Zentrifugieren wieder in Eiswasser 
getaucht. Mit Hilfe einer auf einen ganz kleinen Unterdruck ein- 
gestellten einfachen Saugeinrichtung konnte die iiberstehende Fliissig- 
keit durch ein spitz ausgezogenes Glasrohr vollstandig abgesaugt 
werden, ohne daB die Blutkérperchen dabei aufgewirbelt wurden; 
schlieBlich wurde eine kleine Schicht von weiBen Blutkérperchen, die 
sich an der Oberfliche der Masse gesammelt hatte, durch Aufsaugen 
in Filtrierpapier entfernt, wobei natiirlich einige rote Blutkérperchen 
verloren gingen. 

Die so gereinigten Blutkérperchen, deren Masse ungefahr ein Drittel 
vom Volumen der Suspension ausmachte, wurde mit dem doppelten 
Volumen 0,9°,iger Natriumchloridlésung, die 0,1°, Ammoniumoxalat 
enthielt, verriihrt, und zwar, wie schon erwahnt, fortwahrend unter 
Kiskihlung und mit Anwendung von eisgekiihlten, kohlenoxyd- 
gesittigten Lésungen, worauf die friiher beschriebene Zentrifugierung 
wiederholt wurde. Dieser ProzeB8 wurde im ganzen siebenmal durch- 
laufen, wobei aber die letzten viermal mit ammoniumoxalatfreier Natrium- 
chloridlésung verrihrt wurde. Die so erhaltene gereinigte Blutmasse, 
deren Gehalt an Plasmabestandteilen auf weniger als ' 'jo99) des Plasma- 
gehaltes im urspriinglichen Blute veranschlagt werden konnte, wurde 
mit der kleinstméglichen Menge Natriumchloridlésung in eine Sammel- 
flasche iiberfiihrt und im Eisschrank aufbewahrt. 

Zur Hamolysierung der Blutkérperchen wurden 100 ccm Blut- 
aufschlammung mit 350 ccm Wasser vermischt: nach gutem Um- 
schiitteln und !,stiindigem Stehenlassen wurden 100 cem Ammonium- 
sulfatlésung (70)! zugesetzt, wodurch die Mischung eine Ammonium- 
salfatkonzentration von (12) bis (13) erhielt. Nach zweistiindigem 
Stehenlassen und wiederholtem Umschiitteln wurden die Stromata 
unter Eiskithlung, wie oben beschrieben, abzentrifugiert ; die dekantierte 
Hamoglobinlésung konnte sodann leicht und ziemlich schnell durch 
ein gewohnliches Filter filtriert werden. Die filtrierte Hamoglobin- 
loésung wurde durch Zusatz von gesattigter Ammonsulfatlésung bis 
zur Ammonsulfatkonzentration (45) bis (50) unter kraftigem und oft 
wiederholtem Riihren und Kratzen mit einem Spatel gefallt, wobei 
das Hamoglobin in weniger als 1 Stunde zu kristallisieren begann: 


' Mit dem Symbol (70) wird eine Mischung von 70 ccm gesattigter 
Ammonsulfatlésung und 30 cem Wasser bezeichnet ; analoge Bezeichnungen 
werden im folgenden fiir ahnliche Mischungen gebraucht. Die gesattigte 
Ammonsulfatlésung, die zu den Mischungen verwendet wurde, war immer 
durch Zugabe passender Mengen von konzentriertem Ammoniak auf ein 
Pay = etwa 6,8 gebracht worden. 


D* 
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Animpfen erwies sich hierbei meistens als iiberfliissig. Die Kristalle 
waren gut entwickelt und stellten sich im Mikroskop als rhomboe- 
drische Platten und Blattchen dar, bisweilen iiberwiegend in der Langs- 
achse entwickelt bis zur Nadelform, und sehr haufig mit ausgepragten 
Zwillingsbildungen. 


Sobald die Kristallisation im Gange war, konnte mehr gesattigte 
Ammoniumsulfatlésung zugegeben und die Gesamtkonzentration an 
Ammonsulfat im Laufe von 24 Stunden auf (70) gebracht werden, 
worauf die Kristallisation im Laufe von weiteren 1 bis 2 Tagen durch 
Stehenlassen im Eisschrank und wiederholtes Umriihren zu Ende 
gefiihrt wurde. Der Niederschlag, der gainzlich durchkristallisiert war, 
wurde durch ein gewoéhnliches Filter abfiltriert und zweimal auf dem 
Filter mit Ammonsulfatlésung (70) gewaschen. 


Das Filtrat war nahezu farblos. Durch Gerbsaurefallung (s. Abschn. B, c) 
wurde die Menge des fallbaren Stickstoffs zu ungefahr 2 bis 3 mg pro 100 cem 
Filtrat gefunden, was weniger als 1°, des gesamten Himoglobinstickstoffs 
entspricht. In einigen Versuchen haben wir die Ammonsulfatkonzentration 
nur bis auf (60) gebracht; auch dies ist ohne weiteres zulissig, da weitaus 
der gr6Bte Teil des Hamoglobins bei dieser Ammonsulfatkonzentration 
auskristallisiert. Doch ist das Filtrat in diesem Falle gewéhnlich schwach 
gefarbt und enthalt etwa 2°, der gesamten Stickstoffmenge des Héimo- 
globins. 


Zur weiteren Reinigung wurde der gewaschene Hamoglobinnieder- 
schlag mit so viel eisgekiihltem, kohlenoxydgesattigtem Wasser verriihrt, 
daB die Ammonsulfatkonzentration auf etwa (15) veranschlagt werden 
konnte, wenn das ganze Volumen des Niederschlags und der ihm an- 
haftenden Waschfliissigkeit als Ammonsulfatlésung der Konzentra- 
tion (70) angenommen wurde. Die hierbei gewonnene Lésung wurde 
neuerlich mit Kohlenoxyd gesattigt und filtriert, worauf die Aus- 
kristallisation des Hamoglobins durch Zusatz von gesattigter Ammon- 
sulfatlésung bis zu einer Endkonzentration von (70) ganz wie bei der 
ersten Kristallisation durchgefiihrt wurde. Das beim Filtrieren des 
umkristallisierten Hamoglobins gewonnene Filtrat enthielt noch 
weniger durch Gerbsiure fallbaren Stickstoff als das erste Filtrat 
(siehe oben). 


Der abfiltrierte Niederschlag wurde zweimal auf dem Filter mit 
Ammonsulfatlésung (70) gewaschen, wieder in Wasser aufgelést, wie 
oben beschrieben, und die dabei erhaltene filtrierte Lésung durch 
Zusatz von gesattigter Ammonsulfatlésung bis zur Konzentration (70) 
zur Kristallisation gebracht. Die so gewonnene Mischung von kristalli- 


siertem Hamoglobin und dessen Mutterlauge konnte lange in geschlossener 


Flasche bei etwa 0° im Eisschrank aufbewahrt werden, ohne wesentliche 
Verainderungen zu erleiden. Sollte das Hamoglobin benutzt werden, 





L6s! 


wul 


kris 


Auf 


]6su 
star 
glol 
Wa: 
best 
zur 

gew 
dan 
gril 
den 
Cres 


und 
der 

tion 
leicl 
Um 
dere 
ZUSé 


Die 


und 








Léslichkeit u. Dissoziationstendenz des Kohlenoxyd-Hamoglobins usw. 21 


wurde es abfiltriert und. noch einmal, wie oben’ beschrieben, um- 
kristallisiert. 


Zur Charakterisierung der Haltbarkeit des Hdmoglobins bei dieser 
Aufbewahrungsweise mégen folgende Daten angefiihrt werden: 

Zwei Proben einer Aufschlammung von Hamoglobin in Ammonsulfat- 
losung der Konzentration (70), die 19 bzw. 18 Monate im Eisschrank ge- 
standen hatten, wurden filtriert und das abfiltrierte kristallisierte Hamo 
globin zweimal mit Ammonsulfatlésung (70) gewaschen; im Filtrat und der 
Waschfliissigkeit wurde der Haimoglobinstickstoff durch Gerbsaurefallung 
bestimmt. Sodann wurden die Niederschlige aufgelést, indem Wasser bis 
zur Ammonsulfatkonzentration (15) wie oben zugesetzt wurde, und die so 
gewonnenen Lésungen filtriert; die hierzu verwendeten Filter wurden 
danach zuerst mit schwacher Ammonsulfatlésung und dann mit Wasser 
griindlich gewaschen. Hierbei blieb ein kleiner, dunkel gefirbter Rest von 
denaturiertem oder zersetztem Hamoglobin auf dem Filter zuriick, dessen 
Gesamtstickstoffmenge bestimmt wurde. 

Der so gewonnenen Hamoglobinlésung wurden Proben entnommen 
und deren Hamoglobinstickstoff durch Gerbsaurefallung bestimmt, wahrend 
der Rest der Lésung in gew6hnlicher Weise bis zur Ammonsulfatkonzentra - 
tion (70) kristallisiert wurde. Beide Lésungen kristallisierten schén und 
leicht; nach dreitagigem Stehenlassen im Eisschrank unter wiederholtem 
Umriihren wurde ein Teil der iiberstehenden Mutterlauge abfiltriert und 
deren Hiimoglobin-N bestimmt. Die Analysenresultate sind in Tabelle | 
zusammengestellt. 


Tabelle I. 


Die Haltbarkeit des Kohlenoxydhamoglobins in kohlenoxydgesattigter, 
eisgekiihlter Ammonsulfatlésung der Konzentration (70). 





Stickstoffmenge in °/9 des Gesamt-Stickstoff- 
gehaltes der Probe 





Gesamt- Farbe der 
Nr. Stickstoff- “7 aie Mutterlauge 
und Alter gehalt der —_Filtrat, — galuster neuerlicher Kristal nach 
der Probe Probe + Wasch- ooack. sation zur (NH,)»SO c dreitagiger 
~ 4 . ous P ase 5 
Waser stand Konzentration (70) Kristallisation 
mg N 9% %o bl) 
I. 19 Monate 2998 0,03 0,36 0,19 fast farblos 
II. 18 , 3511 0,05 0,13 0,42 schwach rosa 


Aus dem Zahlenmaterial der Tabelle I geht hervor, daB die Zersetzung 
und Denaturierung bei 1'/,jahriger Aufbewahrung nur ganz gering war. 


B. Analytische Methoden. 
Bestimmung des Hdmoglobinstickstofis in Gegenwart von Ammoniumsalzen, 


Zu den Kontrollversuchen, die zur Ausarbeitung einer genauen 
Bestimmungsmethode fiir Hamoglobinstickstoff erforderlich waren, 
haben wir zuerst eine Hamoglobinlésung verwendet, die durch Aus- 
frieren vonschwach kochsalzhaltigen, aber ammoniumsalzfreien Lésungen 
(siehe Einleitung) gewonnen worden "war. Spiter haben wir es 
fiir bequemer befunden, ein mit Ammoniumsulfat kristallisiertes Hamo- 
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globin zu benutzen, das nach dem Abfiltrieren durch Abpressen auf 
dem Filter soweit wie méglich von der Mutterlauge befreit und darauf 
mit einer bei 25 bis 30° gesattigten Kalium-Natriumsulfatlésung ver- 
rihrt wurde. Nach gutem Umriihren wurde das Hamoglobin, das bei 
dieser Behandlung nicht in Lésung geht, abfiltriert und der Niederschlag 
einige Male mit gesattigter Kalium-Natriumsulfatlésung gewaschen. 
Darauf wurde der Niederschlag wieder vom Filter abgehoben und die 
ganze Operation so lange wiederholt, bis im Filtrat kein Ammoniak 
mehr nachgewiesen werden konnte. Der Niederschlag wurde im ganzen 
viermal vom Filter abgehoben und elfmal mit Kalium-Natriumsulfat- 
lésung gewaschen. Sodann wurde der Niederschlag in Wasser gelést 
und die Lésung filtriert; in der so gewonnenen Stammldsung konnte 
nach dem Ausfillen des Hamoglobins mit Gerbsaiure (s. unten) kein 
Ammoniak nachgewiesen werden. 

Der Gesamtstickstoff der Stammlésung wurde mit Hilfe der im 
hiesigen Laboratorium tiblichen Kjeldahl-Methode (im wesentlichen die 
von A. C. Andersen und B. Norman Jensen angegebene Modifikation') 
bestimmt, und durch einige vergleichende Versuche gezeigt, daB eine 
Reduktion mit metallischem Eisen vor dem Kochen mit Schwefelsiure 
keine Vermehrung des bestimmbaren Stickstoffs ergab. 

Die nachste zu lésende Aufgabe war die, das Hamoglobin quan- 
titativ und durch ein Verfahren auszufallen, welches ein Auswaschen 
von eventuell vorhandenen Ammoniumsalzen nach dem Abfiltrieren 
des Niederschlages erlaubte, bevor die Ajeldahl-Destruktion vor- 
genommen wurde. 

a) Hitze-Koagulation. Die fiir uns nachstliegende Vorgangsweise 
war die Hitzekoagulation des Hamoglobins, da sich diese Methode bei 
anderen Proteinstoffen, namentlich dem Eialbumin, ausgezeichnet be- 
wihrt hatte. Es wurden daher eine Reihe von Hitzekoagulations- 
versuchen mit der an Eialbumin erprobten Technik ausgefiihrt, wobei 
jedoch der Salzgehalt der Losungen und die Wasserstoffionenaktivitat 
variiert wurden. Hierbei zeigte sich, daB namentlich die Wasserstoff- 
ionenaktivitat der Lésungen wesentlichen Einflu8 auf die Vollstandigkeit 
der Koagulation oder wohl richtiger der Ausfallung nahm. 

Als fiir die Fallung optimale Wasserstoffionenaktivitaét fand man 
Pay — 6,8 7,0, aber selbst wenn die Koagulation bei dieser Wasser- 


stoffionenaktivitat und unter im tbrigen optimalen Bedingungen vor- 
genommen wurde, war die durch Hitzekoagulation bestimmbare Menge 
von Hamoglobinstickstoff doch etwa 3 °% kleiner als die bei Bestimmung 
des Gesamtstickstoffs gefundene, und die Methode daher unbrauchbar. 


1 113. Beretning fra Forségslaboratoriet 1923; Zeitschr. f. analyt. 
Chem. 67, 427, 1925. 
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b) Alkohol-Koagulation. Die EiweiBkoagulation mit Hilfe von 
Alkohol mit oder ohne Erwarmen hat sich bei vielen Gelegenheiten gut 
bewahrt. Es wurden daher eine Reihe von diesbeziiglichen Versuchen 
mit Hamoglobinlésungen durchgefiihrt, wobei es sich zeigte, daB ver- 
schiedene Umstande zu beriicksichtigen waren, wenn vollige Ausfallung 
des Haimoglobins erreicht werden sollte und wenn es gelingen sollte, 
den Niederschlag durch Waschen wirklich von Ammoniumsalzen zu 
befreien, ohne daB er dabei teilweise wieder in Lésung ging. Als das 
beste Verfahren hat sich schlieBlich das folgende erwiesen: 


5cem der betreffenden Hamoglobinlésung werden mit 5 ccm einer 
salzhaltigen Pufferlésung (5 ccm _m/15 prim. Phosphat + 10 ccm 
m 15sec. Phosphat + 15 ccm gesittigter _Kalium-Natriumsulfatlésung) 
vermischt und unter gutem Umschiitteln mit 100 cem 96 °%,igen Alkohols 
gefallt. Nach der Fallung wird die Mischung auf dem kochenden Wasser- 
bade erhitzt und durch etwa 5 Minuten in schwachem Sieden erhalten. 
Nach Stehenlassen bis zum nachsten Tage werden unter gutem Schiitteln 
100 cem Wasser zugesetzt und die Mischung nochmals 24 Stunden 
stehen gelassen, worauf filtriert werden kann. Der Niederschlag wird 
mit schwacher Kalium-Natriumsulfatlésung (20 cem gesattigter Lésung 
pro Liter Wasser) gewaschen. Nachdem er ammoniumsalzfrei geworden 
ist, kann die Ajeldahl-Bestimmung in iiblicher Weise vorgenommen 
werden. 

Mit diesem Verfahren, das wir bei einigen Vorversuchen an- 
wendeten, haben wir ausgezeichnete Resultate erzielt. Die Methode 
ist jedoch umstandlich, und wir haben daher bei unseren spateren 
Versuchen stets die nun zu beschreibende Gerbséurefallung gebraucht. 


c) Gerbsdurefdllung. Bei dieser altbekannten Methode wurde als 
Fallungsreagens die Hedinsche Lésung verwendet: ,,70 g Gerbsaure 
und 100 g Kochsalz werden in Wasser gelést, 50 ccm Eisessig zugesetzt 
und die Lésung mit Wasser auf 1 Liter verdiinnt® ’. 


Das Verfahren ist ungemein einfach: Zu accem der vorliegenden 
Hamoglobinlésung setzt man (70 —-a)cem Wasser und 25 ccm ge- 
sattigter Kalium-Natriumsulfatlésung, und fallt dann unter gutem 
Umschiitteln bei Zimmertemperatur mit 5 cem Gerbsiurereagens. Man 
1aBt bis zum nachsten Tage stehen, filtriert den Niederschlag ab, und 
wascht ihn bei Zimmertemperatur griindlich mit einer Waschfliissigkeit, 
die aus 10 ccm Gerbsaurereagens + 50 ccm gesattigter Kalium-Natrium- 
sulfatlésung + Wasser auf 1 Liter besteht. Nach dem Waschen wird 
die Kjedahl-Bestimmung in iiblicher Weise vorgenommen. 


' Die Zusammensetzung der Lésung wird von A. Kossel u. F. Weiss 


(Zeitschr. f. physiol. Chem. 68, 166, 1910) angegeben. 
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Eine groBe Reihe von Kontrollversuchen mit gewogenen Mengen 
von Hamoglobinlésung (1,3 — 26,7 mg Hamoglobin-N) mit und: ohne 
Ammoniumsulfatzusatz (0 —280 mg Ammoniak-N) wurden in dieser 
Weise behandelt; die dabei erhaltenen Werte variierten unregelmabig 
von 13,44 bis 13,57 mg Hamoglobin-N pro 10g Hamoglobinlésung, 
wahrend direkte Bestimmungen des Gesamtstickstoffs 13,51 bis 13.54 mg 
Hamoglobin-N pro 10 g Lésung ergaben. (Nur die Versuche mit 
der kleinsten Hamoglobinmenge — 1,3 mg Himoglobin-N — gaben bei 
der Gerbsaurefallung etwas niedrigere Werte, namlich 13,31 mg Hamo- 
globin-N pro 10 g Lésung.) 

Diese einfache Methode haben wir zu allen im Folgenden be- 
schriebenen Versuchen, sowie zur Analyse einer Reihe von Lésungen 
anderer Proteine benutzt. 


Bestimmung der Wasserstoffionenaktivitat. 


Alle in dieser Abhandlung angefihrten Pay Werte sind bei 18° 


mit Chinhydronelektroden gemessen worden und fiir den vom Ammo- 
niumsulfatgehalt der Lésungen herriihrenden Salzfehler korrigiert?. 
Dagegen wurden keine Korrektionen fiir einen eventuellen Proteinfehler 
angebracht, erstens weil dieser Fehler bei den verhaltnismaBig kleinen 
Hamoglobinkonzentrationen der meisten Versuche nur ganz gering ist, 
und zweitens, weil eine genaue Bestimmung der GréBe dieses Fehlers 
Schwierigkeiten macht. Wie bekannt, bestimmt man den Proteinfehler 
durch Messung der Spannung eines Elementes, das aus einer Wasser- 
stoffelektrode und einer Chinhydronelektrode besteht und dessen 
Elektrodenfliissigkeiten und Verbindungsflissigkeit durch die zu unter- 
suchende Proteinlésung gebildet werden. Wahrend nun das Potential 
der Chinhydronelektrode sich nach dem Zusatz des Chinhydrons sehr 
rasch einstellt und rasch abgelesen werden muB, ist dies bei der Wasser- 
stoffelektrode nicht der Fall, da das Kohlenoxydhaimoglobin beim 
Durchleiten von Wasserstoff allmahlich in Hamoglobin umgewandelt 
wird. Wir muBten daher diese Korrektionsmessungen mit Lésungen 
ausfiihren, die schon vorher eine Stunde lang mit Wasserstoff behandelt 
worden waren, so da8 man annehmen konnte, die Umbildung sei so weit 
fortgeschritten, daB wahrend der Messung kein nachweisbares Weiter- 
schreiten derseiben stattfinden wiirde. Auf diese Weise wurde der 
Proteinfehler der Chinhydronelektrode zu — 0,02 p,,, oder darunter 
vestimmt, wenn der Hamoglobingehalt pro 100g Wasser 2g oder 
darunter war, waihrend der Fehler bei einer doppelt so starken Lésung 
bedeutend gréBer war, namlich — 0,11 p,,,. 


1 Siehe K. Linderstrém-Lang, C. r. du Laboratoire Carlsberg 16, 
Nr. 3, 21, 1925, Tabelle 14. 
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Wir sind uns dariiber im Klaren, daB diese Bestimmungen nicht 
besonders zuverlassig sind, und haben es daher vorgezogen, keine 
Korrektur fiir den Proteinfehler einzufiihren’ Die im folgenden ge- 
gebenen Werte fiir p,,, sind wahrscheinlich etwas zu hoch in den ver- 
haltnismaBig seltenen Fallen, in denen es sich um starke Hamoglobin- 
lésungen handelt. Bei den schwacheren Lésungen dagegen muB8B der 
begangene Fehler als ganz gering und von gleicher GréBenordnung fiir 
alle Messungen angesehen werden, so daf diese Bestimmungen, auch ohne 
Korrektur fiir den Proteinfehler, vergleichbar sind. 

Herrn cand. polyt. G. Haugaard, der alle zur Durchfiihrung dieser 
Untersuchung erforderlichen Messungen von Wasserstoffionenkonzentra- 
tionen mit gréBter Sorgfalt ausgefiihrt hat, sagen wir hiermit unseren 
besten Dank. 


C. Der Wassergehalt des kristallisierten Himoglobins: Bestimmung des 
Faktors r. 

In friiheren Abhandlungen! ist ein allgemein anwendbares Ver- 
fahren beschrieben worden, mit dessen Hilfe es méglich ist, den ,,iiber- 
schiissigen®* Wassergehalt eines mit Ammoniumsulfat auskristallisierten 
oder ausgefallten Proteins zu bestimmen. Wird der Niederschlag ab- 
filtriert, und sowohl im ,,Filtrat’* wie im ,,Niederschlag mit anhaftender 
Mutterlauge’* die Menge des Ammoniak- und Protein-Stickstoffs be- 
bestimmt, so kann man aus den Analysenresultaten Schliisse auf den 
Gehalt des Niederschlages an ,,iiberschiissigem** Wasser ziehen. Nimmt 
man namlich an, daB die dem Niederschlag anhaftende Mutterlauge 
die gleiche Zusammensetzung hat wie das Filtrat, und nennt man die 
Gewichtsmenge von 


Ammoniak-N in 100g Filtrat . . . . a, 


” . l0Og Niederschlag . . a 
Protein-N » 100g Filtrat .... py 
ad .. 100g Niederschlag . . py 


und r den Faktor, mit dem der Proteinstickstoff multipliziert werden 
muB, um das Gewicht des Proteins + ,,iiberschiissigem‘* Wasser zu 
geben, so wird 

100 (a, -— a) 


Os Pp — a, Pr 


Zur Bestimmung der GréBe des Faktors r beim Hamoglobin wurde 
ein in der friiher beschriebenen Weise (s. Abschn. A) dargestelltes und 
dreimal umkristallisiertes Hamoglobinpriparat benutzt, das in einer 
Ammoniumsulfatlésung der Konzentration (60) aufgeschlammt war. 


1 C. r. du Laboratoire Carlsberg 12, 39, 1916; 12, 169, 1917; siehe auch 
18, Nr. 5, 43, 1930; Kolloidzeitschr. 53, 171, 1930. 
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Diese Aufschlammung wurde im Eisschrank in zwei Trichtern filtriert, 
und von jedem der beiden Filtrate (I und IT) viermal 20 cem zur Analyse 
abgewogen, im ganzen also acht Proben, wahrend vom abfiltrierten 
,,Niederschlag mit anhaftender Mutterlauge‘* zwei Proben aus jedem 
Trichter abgewogen wurden, im ganzen also vier Proben (a, b, ¢ und d) 
jede von etwa 10 ccm. 

Wie aus der oben angefiihrten Formel hervorgeht, ist die GréBe 
von r direkt proportional der Differenz (a, —-a,), und eine genaue 
Bestimmung von r erfordert daher — wie alle Differenzbestimmungen - 
viel Sorgfalt und die Einhaltung bestimmter VorsichtsmaBregeln bei 
den benutzten analytischen Methoden, namentlich bei der Bestimmung 
des Ammoniakgehaltes der gewogenen Proben. Diese Vorsichtsmaf- 
regeln, die das Filtrieren der Himoglobinaufschlimmung, das Abwagen 
der Proben und die Ausfiihrung der Analysen betreffen, sind in den 
oben zitierten Arbeiten! beschrieben worden. Die Analysenresultate 
sind in Tabelle II zusammengestellt. 


Tabelle Ll. 


(7r6Be des Faktors r, berechnet nach der Formel 


100 (a, — a) 


ly» Py, — QU, > Py 





ee ee 100 g Niederschlag mit anhaftender 
100 g Filtrat enthielten Mutterlange enthielten 


e Ammoniak-N — Protein-N . Ammoniak-N  Protein-N 
Filtrat in g ing Probe in g in g 
Nr. ) Nr. ( (».) 
(a,) (pr a),) Py, 





I 0,008 15 ‘ 4.8144 2,1273 
Il 5, 0,008 19 4.7540 2,2596 
Mittel 0,008 17 4.8665 1,9928 
4.8784 2,0043 


Mittel: 


NS 


~sInisI~) 
“IZDD 
Ja} 


te 


~I 


Mit Hilfe des so gefundenen Faktors, r — 7,82, der, wie gesagt, der 
Faktor ist, mit welchem der analytisch gefundene Hédmoglobinsticksto}/ 
multipliziert werden muB, um das Gewicht der entsprechenden Menge 
kristallisierten wasserhaltigen Haimoglobins zu geben, kann man natiirlich 
die Menge des Wassers in den Ham ,obinkristallen berechnen, wenn 
man den Faktor kennt, mit we’ mn die Stickstoffmenge multipliziert 
werden mu8, um das Gewicht wasserfreien Hamoglobins zu geben. 
Rechnet man den Stickstoffgehalt des Hamoglobins zu 17,30°%, so 


1 Siehe namentlich C. r. du Laboratoire Carlsberg 12, 170ff., 1917. 
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wird dieser Faktor 5,78, und der Wassergehalt der Hamoglobinkristall: 
0,353 g Wasser pro Gramm wasserfreien Hamoglobins, da 


1,32 





5,78 
= 0,353. 


’ 


5.78 


D. Der EinfluB der Ammoniumsulfatkonzentration auf das Gleichgewicht 
zwischen auskristallisiertem Himoglobin und der umgebenden Mutterlauge. 


Zu dieser Versuchsreihe wurde eine Aufschlammung von dreimal 
umkristallisiertem Hamoglobin benutzt, von welcher unter wieder- 
holtem Umschiitteln 7.75 ccm in sieben Medizinflaschen abpipettiert 
wurden, die in Eiswasser standen. Sodann tropfte man unter standigem 
Umschiitteln in eine der Flaschen 60 cem eiskaltes, mit Kohlenoxyd 
gesattigtes Wasser und in die anderen Flaschen 60 ccm einer eiskalten, 
mit Kohlenoxyd gesattigten Ammonsulfatlésung von den Konzen- 
trationen (7), (14), (21), (28), (35) und (42). 


\ 
ap} \ 
: 3 





Seen 


% 











A ao. 
“9 20 22 4 2 2B 3S 3 
Abb. 1. 


Aus der Analyse der Hamoglobinaufschlammung ging hervor, daB 
die gesamte Konzentration Z an Proteinhydrat (Hamoglobin-N . 7,82) 
in allen Versuchen etwa 4,9 g Proteinhydrat in 100 g Wasser war. 

Die Mischungen wurden unter wiederholtem Umschiitteln 4 Tage 
in Eis im Eisschrank stehengelassen, sodann Proben von 65 cem, und 
nach weiteren 2 Tagen der Rest abtiltriert. In den Filtraten beider 
Serien wurde das p,,, mit Hilfe acr Chinhydronelektrode gemessen, 
sowie durch Gerbsaurefallung der Proteinstickstoff und in den Filtraten 
von der Gerbsaurefallung der Ammoniakstickstoff bestimmt. Bei der 
Ausfiithrung der Filtrationen und Analysen wurden bei diesen und allen 
folgenden Versuchen die zur Sicherung der Analysengenauigkeit not- 
wendigen VorsichtsmaBregeln! eingehalten. 

Die Analysenresultate sind in Tabelle II] zusammengestellt und 
in Abb. 1 graphisch wiedergegeben, wobei der Ammoniumsulfatgehalt S 
und der Proteinhydratgehalt s (Hamoglobin-N . 7,82) pro 100 g Wasser 
der Filtrate als Abszisse bzw. Ordinate benutzt wurden. 


1 Siehe C. r. du Laboratoire Carlsberg 12, 170ff., 1917. 
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Tabelle ITT. 





Bp 


Pay der Filtrate 
(fiir den Salzfehler korr.) 


Das Filtrat enthielt in 100g Wasser 


log s 


| (berechnet) 


—O,117. 8 (berechnet) 


| 
0,117) = 10K s |. 


S 


a. 


log « 


Hamoglobinhydrat in g 








4 Filtra- 


1. Filtra- 


s) 


@. 


Mittel 


9 
“ 


Mittel « 


1. Filtra- 2. Filtra- 


2. Filtra- Mittel s 


Filtra- 
tion 


tion 


tion 


tion 


tion 
| 18,565 4,00 
| 


tion 


o 


4,246 

523 
1,466 
0,802 
0,457 
0,259 
0,136 


0,628 
0,402 
0,166 
— 0,096 
— 0,340 


— 0,587 
— 0,868 


2,779 
2,807 
2,815 
2,810 
2,891 
2,773 
2,795 


72 

398 

— 2,634 
2,896 
— 3,140 


— 3,387 
3,668 


€ 
om ¢ 


21 
= 


6,95 
6,95 
6,95 


0,820 | 
0,243 0,243 | 
0,134 0,184 


1,518 
0,468 0,458 | 


1,542 


4,076 4,042 
0,835 


2,589 2,565 | 


7 
1,493 


0,448 


| 28,949 0,243 


20,497 2,540 
31,346 | 31,354 0,134 


18,561 
22,509 
26,839 | 26,841 


22,521 
24,738 24,760 | 24,749 0,805 


20,523 20,470 
22.497 
28,964 28,933 
31,361 


18,569 
26,842 


MOND FIN Or 


Sorensen u. M. Sorensen: 


Aus der 8., 9. und 10. Vertikal- 
kolonne der Tabelle IIT ersieht man, 
daB die nicht fiir den Proteinfehler 
korrigierten p,,,-Werte mit abneh- 
mender Hamoglobinkonzentration 
gleichmaBig fallen. Dies ist, wie 
friiher erwihnt, wahrscheinlich auf 
den Proteinfehler der haimoglobin- 
reichen Lésungen zuriickzufiihren ; 
wird Korrektur fiir diesen 
angebracht, so kommen wahr- 
scheinlich alle Bestimmungen auf 
etwa den gleichen Wert, namlich 
Pay etwa 6,95. Es zeigte sich 
denn auch, daB die fiir S und s ge- 
fundenen Werte sich gut der Cohn- 
schen Gleichung einfiigten, welche 
wir hier ebenso wie bei den Unter- 
suchungen iiber die Léslichkeits- 
verhaltnisse des Eialbumins! in der 
folgenden Form benutzten: log s 


= a.S8 p. 


In Abb.2 sind die fiir S ge- 
fundenen Werte als Abszisse und 
die fiir logs gefundenen Werte als 
Ordinate benutzt. Aus der Ab- 
bildung ist ersichtlich, daB alle Ver- 
suchsresultate, auch die, welche 
den hamoglobinreichsten Lésungen 
entsprechen, auf einer Geraden 
liegen, wie es die obenstehende 
Gleichung fordert. Aus der Neigung 
dieser Geraden kann « zu — 0,117 
berechnet werden, und daraus laBt 
sich, wie die 12. und 13. Vertikal- 
kolonne der Tabelle IIT zeigen, £ zu 
2.80 berechnen. Nach der oben- 
stehenden Formel kann dann s aus 
diesen Werten fiir « und # unter 


eine 


1 C. r. du Laboratoire Carlsberg 
16, Nr. 12, 10, 1927. 
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Einsetzung der fiir S gefundenen Werte (die zwei letzten Vertikal- 
kolonnen der Tabelle III) berechnet werden. 
Ge 
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Abb. 2. 


Die von Arda Alden Green in Cohns Laboratorium benutzte Gleichung 
fir die Léslichkeit des Kohlenoxydhamoglobins in Ammoniumsulfat- 
losungen log s (pro 1000 g Wasser) = 2 — K’, . u 
kann nicht direkt mit der von uns benutzten Gleichung 

log s (pro 100g Wasser) = Bf + «.8 
(pro 100 g Wasser) verglichen werden, da 8s in der ersten Formel als wasser- 
freies, in unserer Formel dagegen als wasserhaltiges Hamoglobin gerechnet 
ist, und weiter die Salzkonzentration in Cohns Ausdruck als lonstarke 
angegeben ist. Nach einer einfachen Umrechnung unserer Zahlen lassen 
sich aber die in die beiden Ausdriicke eingehenden Konstanten direkt 
vergleichen; ein solcher Vergleich ist in Tabelle IV gefiihrt. 


Tabelle IV. 
Léslichkeit des Kohlenoxydhamoglobins in starken Salzlésungen. 





Starke Phosphat- Starke Ammonsulfat- 
lésungen lisungen 


Pu - 6,6 Pu =s 6.6 Pua = 6,6 Pa H = 6,95 
0° 250 25° in) 





K’ 0,885 0,884 0,57 A. A. Green 
8 0,51 Eigene umgerechnete Werte 
3 3,86 2,87 2,80 A. A. Green 

: 3,64 Eigene umgerechnete Werte 


Aus Tabelle IV geht hervor, daB die Gré®e K’, in Ubereinstimmung 
mit den in Cohns Laboratorium gefundenen Ergebnissen, fiir die ver- 
schiedenen Salzlésungen verschieden, von Temperatur und Wasserstoff- 
ionenaktivitat aber ziemlich unabhangig ist, wahrend die GréBe / stark 
von diesen Faktoren abhangt. 


1 J. of biol. Chem. 93, 513, 1931. 
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E. Der Einflu8 der Wasserstoffionenaktivitit auf das Gleichgewicht zwischen 
auskristallisiertem Himoglobin und der umgebenden Mutterlauge. 
Zur ersten dieser Versuchsreihen wurde eine Aufschliammung von 

dreimal umkristallisiertem Hamoglobin benutzt, die in 100g Wasser 

10,692 g Hamoglobinhydrat und 39,305 g Ammoniumsulfat (S) enthielt. 
In 14 gekiihlte Medizinflaschen wurden so genau wie mdglich 

14. 20cem dieser Aufschlimmung abpipettiert, und zu jeder Flasche 

auBerdem 80 cem einer Ammonsulfatlésung von derselben Starke wie 

die der Aufschlimmung (S = 39,305) zugesetzt. Sodann wurden unter 
gutem Umschiitteln 30ccm eis- 
gekihlten kohlenoxydgesattigten 

Wassers oder verdiinnten Am- 

moniaks oder verdiinnter Schwe- 

felsiure zugetropft: die Zu- 
sammensetzung von 50 ccm der 





angewendeten Mischungen findet 
sich in Tabelle V, zweite senk- 
rechte Kolonne. 

Aus den angefiihrten Daten 
geht hervor, daB alle Mischungen 
| auf 100g Wasser sehr nahe an 
/ 1,469 g Hamoglobinhydrat (Z) 
und 28,788 g Ammonsulfat (S) 
enthalten, wenn man die zuge- 
setzten Ammoniak- oder Schwefel- 
siuremengen als Wasser ein- 
setzt. Die Mischungen wurden 
unter wiederholtem Umschiitteln 
5 Tage in Eis im Eisschrank stehen gelassen, und sodann Proben von 
65 ¢cem abfiltriert. Nach weiterem sechstagigen Stehenlassen unter 
wiederholtem Umschiitteln filtrierte man den Rest. Die Filtrationen, 
Analysen und p,,,-Messungen wurden ganz wie frither beschrieben durch- 
gefiihrt (s. Abschn. D). 

Die Analysenresultate sind in Tabelle V zusammengestellt und in 
Abb. 3 graphisch wiedergegeben (bezeichnet mit » ), wobei das fiir den 
Salzfehler korrigierte p,,, als Abszisse und der Hamoglobinhydrat- 
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Abb. 3. 


gehalt (s) pro 100 g Wasser des betreffenden Filtrates als Ordinate 
fungiert. 

Aus einem Vergleich der 6. und 7. Vertikalkolonne der Tabelle V 
geht hervor, daB s bei der zweiten Filtration etwas niedriger gefunden 
wurde als bei der ersten. Die Abweichungen waren in den meisten 
Fallen nicht gréBer, als bei derartigen Versuchen vorauszusehen war: 


Tabelle 
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nur bei den sauersten Proben waren die Unterschiede zwischen den bei 
der ersten und zweiten Filtration gefundenen s-Werten so groB, daB 
nach einer anderen Erklarung gesucht werden muBte. Schon bei der 
ersten Filtration hatte es sich indessen gezeigt, daB die Versuchs- 
mischung Nr. 14 zwar im Eisschrank klar filtrierte, das Filtrat aber nach 
einstiindigem Stehen bei Zimmertemperatur einen braunen Niederschlag 
auszuscheiden begann. DaB diese Zersetzung, die offenbar in der hohen 
Wasserstoffionenaktivitat der Lésung begriindet ist, auch bei Eis- 
schranktemperatur vor sich geht, zeigte sich bei Behandlung des im 
Eisschranke abfiltrierten Niederschlages mit einer schwachen Ammon- 
sulfatlésung. Hierbei léste sich das unverainderte Hamoglobin, auf 
dem Filter aber blieb eine nicht ganz geringe Menge eines braunen 
unléslichen Niederschlages zuriick. Dieses Verhalten, das bei der 
zweiten Filtration noch mehr hervortrat, war nicht nur an Versuchs- 
mischung Nr. 14, sondern in geringerem MaBe auch an Nr. 13 zu beob- 
achten, waihrend es fiir die anderen Versuchsmischungen bedeutungslos 
blieb. Auf Grund dieses Phinomens sind die s-Werte fiir Nr. 14 und 
13 zu niedrig und unsicher; es ist daher das entsprechende Kurven- 
stiick punktiert eingezeichnet. 


Die Tabelle V bedarf im tibrigen keiner naiheren Erklarung. Da 
die in Abb. 3 graphisch dargestellten Versuchsresultate einen so charak- 
teristischen Kurvenverlauf ergaben, schien eine Wiederholung des 
Versuchs mit einem anderen Hamoglobinpraparat, aber méglichst gleicher 
Ammonsulfatkonzentration wiinschenswert. Dieser zweite Versuch, der 
nicht weniger als 24 Einzelversuche umfaBte, wurde in gleicher Weise 
ausgefiihrt wie der erste, wobei jedoch die neue, frischbereitete Hamo- 
globinaufschlammung etwas weniger Haimoglobin enthielt, so daB die 
Einzelversuche in 100g Wasser nur 1,167 g Hamoglobinhydrat ent- 
hielten. Weiter wurden die sauersten und meist alkalischen Mischungen 
diesmal ausgeschieden, so daB die Pay Werte, die den charakteristischen 
Punkten der Kurve entsprachen, mit einer reichlichen Anzahl von 
Einzelversuchen besetzt werden konnten. Besondere Sorgfalt wurde 
auf die Bestimmung des p,,, in beiden Filtraten verwendet; das Mittel 
der hierbei gefundenen Werte ist mit den Analysenresultaten in Ta- 
belle VI angefiihrt. Auch diese Analysenresultate sind in Abb. 3 
graphisch dargestellt (bezeichnet mit ©), und es geht aus der Abbildung 


hervor, wie ausgezeichnet die Ergebnisse der beiden Versuchsreihen 


zusammenpassen ; nur ein einziger Punkt, entsprechend dem Versuch 31, 
fallt ohne ersichtlichen Grund ganz aus der Kurve heraus. 

Bei Betrachtung der Abb. 3 fallt sogleich die charakteristische Form 
der Kurve auf, welche zwei gut ausgebildete Minima zeigt, deren eines 
(Pay, = etwa 6,6) als dem isoelektrischen Punkt des Hamoglobins ent- 


Vi 


Tabelle 
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sprechend angesehen werden mu, in guter Ubereinstimmung mit den 
Ergebnissen von A. A. Green!, wahrend das andere (Pay, = etwa 5,4) 
wahrscheinlich einem verhdltnismapig schwerléslichen Hédmoglobinsulfat 
entspricht. Aus den zu den Versuchen benutzten Schwefelsiuremengen 
1a4Bt sich berechnen, daB die Differenz zwischen den bei Pa, = 5,4 und 


Pay = 6,6 gebundenen Schwefelsiuremengen etwa 0,3 mg-Aquivalente 


pro Gramm Hamoglobinhydrat ist. Wird das Molekulargewicht des 
Haimoglobins zu 68000 angenommen, so ergibt sich das Molekular- 
gewicht des Hamoglobinhydrates zu 92000 und die entsprechende 
Menge von gebundener Schwefelsiure zu etwa 0,3 . 92000 mg-Aqui- 
valenten = 27,6 g-Aquivalenten. Beriicksichtigt man, daB das Dis- 
persionsmittel, die Ammoniumsulfatlésung, kleine Mengen von Schwefel- 
siure verbraucht, wenn das p,,, von 6,6 auf 5,4 gebracht wird, so kann 
man aus der obigen Berechnung schlieBen, daB 1 Mol Hamoglobinhydrat 
bei Uberfiihrung vom isoelektrischen Zustand zum schwerléslichen Sul fat 
12 bis 13 Mol Schwefelsdure bindet. 

Setzt man noch gréBere Schwefelsiuremengen zu, so erhilt das 
Hamoglobin eine noch gréBere positive Ladung und geht in Lésung: 
dieses stark geladene Kation ist schon bei 0, und in noch héherem Grade 
bei Zimmertemperatur, unbestindig. Setzt man Ammoniak zu dem iso- 
elektrischen Haimoglobin, so wird dieses negativ geladen und geht in Lésung 
als leichtlosliches Anion, das innerhalb der Temperatur- und p,,,-Bereiche, 


welche unsere Versuche umfassen, sich als bestandig erwiesen hat. 


F. Das Siuren- und Basenbindungsvermégen des Himoglobins; 
die Lonisationskurve. 


Im Zusammenhang mit den im vorigen Abschnitt beschriebenen 
Léslichkeitsversuchen bei verschiedener Wasserstoffionenaktivitat war 
es von Interesse, die Ionisationskurve des Hamoglobins zu untersuchen 
und ihren Verlauf mit dem der Léslichkeitskurve zu vergleichen?. Zur 
Bestimmung der Ionisationskurve wurde daher folgende Versuchsreihe 
ausgefiihrt : 

Man benutzte zu allen Einzelversuchen 10 ccm (10,587 g) einer 
Hamoglobinlésung, welche in 100g enthielt: 11,308 g Hiamoglobinhydrat 
und 8,975 g Ammoniumsulfat. Zu diesen 10 ccm Hamoglobinlésung 
wurden 15 cem Wasser oder 15 ccm passend verdiinnte Schwefelsaure 
oder Ammoniak gemischt, worauf die Wasserstoffionenaktivitat mit 
der Chinhydronelektrode so genau wie méglich bestimmt wurde. Die 


1 J. of biol. Chem. 93, 501, 1931. 
2 Vgl. die Untersuchungen von J. Roche iiber Globin und Paraglobin 
(C. r. du Laboratoire Carlsberg 18, Nr. 4, 1930). 
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Resultate sind in Tabelle VII zusammengestellt. 
Vertikalkolonne 


enthalten 


die 


T abelle 


Ionisationskurve des Hiamoglobins. 


Dissoziationstendenz des Kohlenoxyd-Hamoglobins usw. 


Die erste 


Versuchsnummer 
datum, die dritte und vierte Vertikalkolonne die auf 1 g Hamoglobin- 
hydrat zugesetzte Ammoniak- oder Schwefelsiuremenge in Milligramm- 


Vil. 


und 


das 


30 


und zweite 
Versuchs- 


Aquivalenten (a), bzw. das gefundene, fiir den Salzfehler korrigierte Pay 





Versuch 


datum 
Nr. 1931 
3* 26. XI. 
36** 5. XII. 
7 27. XI. 
35 &: XG. 
1 26. XI. 
34 6. ALL. 
5 26. Xi. 
13 30. XI. 
4 26. Al. 
14 30. XI. 
30 ‘ Baa 
6 2. 2a. 
28 4. XII. 
33 5. XII. 
27 4. XIT. 
26 4. XII. 
25 4. XII. 
29 4. XII. 
8 oi. ae 
17 1. XII. 
15 5. AEE. 
16 1. A 
32 5. XII. 
10 oi; me 
38 7. meal. 
20 2. a. 
24 4. XII. 
31 5. XII. 
23 3. XII. 
21 i i a 
39 7. REL. 
22 3. XH. 
9 A oe 
37 7. XII. 
18 1. XII. 
19 1. XII. 
1l ST. A. 
12 ST. As. 
Qese 26. XI. 


Versuchs- 


mg-Aqu. NH, 


oder HyS0O,4 (a) 
zugesetzt pro lg 
Hamoglobinhydrat 


a * 102 


83.5 NH, 
6,26 NH, 
4.18 NH, 
2,09 NH, 
0 
0 
4.18 H,SO, 
6, 26 H, SO, 
8, 35 H,SO, 
10,44 H, “SO, 
11,44 H, SO, 
12, 53 H,SO, 
12,53 H, SO, 
12,53 H, SO, 
13, 36H, so, 
14,20 H, “SO, 
15,03 H, SO, 
15.45 H,SO, 
16, 70 H,SO, 
rhe 95 H, SO, 
79 H,8O, 
ro 62 H,SO, 
20,04 H,SO, 
20.88 H.SO, 
20,88 H,SO, 
21,71 H, SO, 
22 '38 H,SO, 
22.96 H, SO, 
22,96 H, SO, 
23, 38H, SO, 
23,38 H, SO, 


23.80 H,SO, 
25,05 H,SO, 
26,05 H, SO, 
26,72 H,SO, 
28,39 H, SO, 


31,31 H,SO, 
41.75 H,SO, 
83.50 H,SO, 


Pay 
(fiir den Salz- 
fehler korr.) 


Cyn Oye CTR Ce Cyn Cyn Cyt Cyn Oye Oy Ot On 278 ee ot en 
ooo VS orororororororororore 
> to to Go Ge Sa 
LS 
to 


5,112 
5,004 
4,855 
4,569 
4,047 


* Sehr unsichere Messungen mit Chinhydron-Elektrode. 
** Ziemlich unsicher, variierende Werte mit verschiedenen Chinhydron-Elektroden. 
*** Schnelle und reichliche Niederschlagsbildung. 


0,025 


- 0,020 


~ 0.020 


- 0,020 


+ 0.025 


- 0,020 


+ 0,025 


+ 0.005 
+ 0,025 
+ 0,005 

- 0,015 


0.025 
0,015 
0,020 


- 0,015 


0.015 
0.015 


- 0,015 
- 0,020 


0 
0 
0 


- 0,020 


0,020 
0,030 
0 


— 0,015 


— 0,020 
- 0,010 


0 


- 0,030 


0.010 
0,020 
0,030 
0 

0 

0,020 
0,020 
0.025 


Korrektion « 


3 


Korrigiertes 
) 
Pay 


6.699 
6.566 
6,423 
6,355 
¢- 259 

254 
6 254 
6,191 
6,120 
6,036 
6.010 
5.901 
5,797 
5,715 
5.634 
5.591 
5.524 
5,525 
5,446 
5,398 
5,332 
5,330 
5,339 
5,315 
5,257 
5,193 
5,110 
5,112 
5,004 
4.875 
4.589 
4,072 


* 





36 S. P. L. Sorensen u. M. Sorensen: 


Wie aus der zweiten Kolonne hervorgeht, wurden die Messungen in der Zeit 
vom 26. November bis 7. Dezember ausgefiihrt, und es zeigte sich, daB 
die Hamoglobinlésung in dieser Zeit nicht vollstandig haltbar gewesen 
war, indem die Mischungen, die gleichartig, aber an verschiedenen Tagen 
zur Messung des Pay, bereitet worden waren, ein desto héheres Pay 
zeigten, je alter die Hamoglobin-Stammlésung war. Die Pay Anderung 
betrug etwa 0,005 pro Tag. Der Vergleichbarkeit wegen haben wir alle 
Messungen auf den 1. Dezember bezogen, d. h. alle vor diesem Datum 
ausgefiihrten Messungen mit einer positiven, alle spiteren Messungen 
mit einer negativen Korrektur («) versehen. Der jeweilige Wert fiir x 
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Abb. 4. 


ist in der fiinften Kolonne der Tabelle angefiihrt, und schlieBlich in der 
letzten Kolonne die korrigierten Werte fiir das p,,,. Die Resultate sind 
in Abb. 4 graphisch dargestellt; als Abszisse dienen die korrigierten 
Pay, Werte, als Ordinate die auf 1g Hamoglobinhydrat entfallenden 
Schwefelsiure- und Ammoniakmengen in Milligramm-Aquivalenten. 

Die beiden auBersten Punkte der in Abb. 4 wiedergegebenen Kurve 
sind unsicher (s. Bemerkungen Tabelle VII, erste und letzte Hori- 
zontalkolonne) und wurden nur angefiihrt, um eine Schatzung des 
Kurvenverlaufes zu erméglichen: in Ubereinstimmung damit sind die 
aiuBersten Kurvenabschnitte nur punktiert. 

Aus der Kurve geht hervor, daB die Differenz zwischen den bei 
Pay = 5.4 und p,,, = 6,6 gebundenen Schwefelsiuremengen 14,3 . lo-* 
= 0,143 mg-Aquivalente pro Gramm Hamoglobinhydrat ausmacht. 
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Diese GréBe ist nur etwa halb so groB wie die bei den Léslichkeits- 
versuchen gefundenen (s. Abschn. E.) was gut zu der wohlbekannten Er- 
fahrung paBt, daB die Schwefelsdéurebindung der Proteine mit der Ammo- 
niumsulfatkonzentration zunimmt'). 

Eine naihere Betrachtung der Form der Kurve in Abb. 4 zeigt einen 
kontinuierlichen Kurvenverlauf mit einem einzigen Wendepunkt im 
Bereiche zwischen p,, = 5,5 und pq, = 6,3. Eine genauere Be- 
stimmung der Lage dieses Wendepunktes haben wir zu erlangen ver- 
sucht, indem wir die der Abb. 4 entsprechende Kurve des Pufferungs- 
vermégens zeichneten. Mit Hilfe der 
in gréBerem MaBstabe gezeichneten  %7 
Abb. 4 haben wir die Werte von 


t = da/Ap,,, bestimmt, und bei Be- \ | | f 
20 


nutzung vont als Ordinate und den 
entsprechenden p,,,-Werten als Ab- 2 ee ee” 
szisse die Kurve der Abb. 5 erhalten. Whe odo” 
Man sieht, daB diese Kurve in a oa 
dem Bereich des Wendepunktes der i a 
Kurve in Abb. 4 ein Minimum auf- ” hg 
weist; wir méchten uns jedoch nicht Abb. 5. 
darauf einlassen, andere und weiter- 
gehende Schliisse aus der Form dieser Kurve zu ziehen, z. B. die 
Frage aufzuwerfen, ob der Minimumsbereich aus mehreren, wenig aus- 
geprigten Maxima und Minima zusammengesetzt ist oder nicht. 


° 


rage 
_— 
. 











Bei einem Vergleich der Kurven der Abb. 4 und 5 mit der im 
vorigen Abschnitt besprochenen Léslichkeitskurve (Abb. 3) erhalt 
man daher auch keine anderen Aufschliisse als den, daB der fiir 
die Loslichkeitskurve charakteristische Teil mit zwei Minima und einem 
dazwischenliegenden Maximum gerade in dem Pay Bereich liegt, wo die 
lonisationskurve ihren Wendepunkt oder vielleicht richtiger ihren Wende- 
bereich hat, welcher wiederum dem Minimumsbereich der Kurve des 
Pufferungsvermégens entspricht. 


G. Der Einflu8 der Proteinkonzentration auf das Gleichgewicht zwischen 
auskristallisiertem Himoglobin und der umgebenden Mutterlauge; die Disso- 
ziationstendenz des Himoglobins. 


Es wurden im ganzen fiinf Versuchsreihen ausgefiihrt (bezeichnet 
I, If, Il, IV und V), wozu drei verschiedene Haimoglobinpraparate 
benutzt wurden, welche im Zeitraum von Marz 1931 bis Marz 1932 in 
der friiher beschriebenen Weise dargestellt und gereinigt worden waren ; 


! Siehe z. B. C. r. du Laboratoire Carlsberg 12, 128, 1917. 
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die folgenden Tabellen VIII, IX und X entsprechen je einem dieser 
Praparate. 

Alle Versuche wurden in der seinerzeit!) beschriebenen Weise aus- 
gefiihrt, indem die angewandten Mengen von Hamoglobinauf- 
schlammung und Ammonsulfatlésung so abgepaBt wurden, daB alle 
Versuche einer Reihe in 100g Wasser so nahe wie méglich dieselbe 


Ammoniumsulfatmenge enthielten und dasselbe p,,, zeigten, wahrend 


ay 
der Hamoglobinhydratgehalt in den verschiedenen Einzelversuchen 
verschieden war. Es ist daher schwer, bei allen Einzelversuchen kon- 
stante Werte fiir S und p,,, zu erhalten, doch wenn es sich nur um 


kleine Unterschiede handelt, welche gleichwohl infolge eines aus- 
gesprochenen ,,Ganges‘ 
so kann man — mit Hilfe der im vorhergehenden Abschnitt besprochenen 
Kurven, welche das Abhangigkeitsverhaltnis zwischen den hier be- 
sprochenen Faktoren (S und Pay) und der Léslichkeit des Hamoglo- 


‘ 


in den Werten beriicksichtigt werden miissen, 


bins s darstellen — diese letzte GréBe in passender Weise korrigieren. 

Einige Einzelheiten von Versuchsreihe I seien beispielsweise an- 
gefiihrt: in sechs gewogene Medizinflaschen wurden je 100, 75, 50, 
40, 30 und 20 cem Hamoglobinaufschlammung pipettiert, worauf von 
neuem gewogen wurde. Man berechnete nun die Menge von Ammo- 
niumsulfatlésung A (die in 100 g Wasser ebensoviel Ammoniumsulfat 
enthielt wie die Hamoglobinaufschlammung), welche zu jeder Flasche 
gesetzt werden muBte, damit alle Flaschen gleiche Mengen von Wasser 
und Ammoniumsulfat enthielten, und deren Inhalt also nur im Himo- 
globingehalt variierte. Nach dem durch Wagung kontrollierten Zu- 
satz der so berechneten Mengen von Ammonsulfatlésung A wurden 
unter gutem Umschiitteln zu jeder Flasche 80 ccm einer schwacheren, 
etwa 1,6n Ammonsulfatlésung B getropft, wobei auch hier durch 
Wagung kontrolliert wurde, ob alle Flaschen dieselbe Menge von B 
erhalten hatten. 

Aus den gewogenen Mengen von Himoglobinaufschlammung und 
den Ammonsulfatlésungen A und B, die natiirlich alle genau analysiert 
waren, lieB sich berechnen, daB die sechs Einzelversuche alle pro 100g 
Wasser 25,374g Ammoniumsulfat enthalten sollten, wahrend die 
Mengen an Hamoglobinhydrat von 5,390 bis 1,077 g variieren sollten. 
Wie aus der fiinften Vertikalkolonne der Tabelle VIII hervorgeht. 
ist das Mittel aus den S-Werten 25,367, also sehr nahe dem _ be- 
rechneten. Gleichwohl ist es nicht gegliickt, einen zwar schwachen, 
doch deutlichen ,,Gang” in den Werten fiir S zu vermeiden, und es hat 

» 


1 Siehe z. B. C. r. du Laboratoire Carlsberg 12, 252, 1917; 18, Nr. 5, 
S. 43, 1930; Kolloidzeitschr. 58, 171, 1930. 
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sich daher eine entsprechende Korrektur von s als notwendig erwiesen. 


Beim Planen des Versuchs war ein p,,, von etwa 7,10 in den Filtraten 


ay 
beabsichtigt worden, und dies ist auch, wie aus der neunten Vertikal- 
kolonne der Tabelle hervorgeht, erreicht worden, so daB sich eine 
diesbeziigliche Korrektur von s eriibrigte. 


SchlieBlich sei erwahnt, daB alle benutzten Lésungen eisgekiihlt 
und mit Kohlenoxyd geséttigt waren und in diesem Zustande ab- 
gemessen wurden, waihrend die Versuchsmischungen unmittelbar vor 
dem Wagen auf Zimmertemperatur erwarmt und gleich darauf wieder 
auf 0° abgekiihlt wurden. Nachdem die Lésungen 4 bzw. 6 Tage unter 
haufigem Umschiitteln in Eis im Eisschrank gestanden hatten, wurde 
die erste und zweite Filtration und die Analyse der Filtrate in gewohnter 
Weise ausgefiihrt. 

Alle anderen Versuchsreihen wurden ebenso durchgefiihrt, wie es 
hier fiir Versuchsreihe I beschrieben worden ist. Die Resultate sind in 
den Tabellen VIII, IX und X zusammengefaBt, deren neun erste Vertikal- 
kolonnen, welche die analytischen Daten enthalten, keiner naheren Er- 
klarung bediirfen. 

Bei Betrachtung der fiir die Versuchsreihe I in Tabelle VIII, achte 
Vertikalkolonne angefiihrten Mittelwerte von s sieht man sogleich, daB 
die Léslichkeit nicht von der Proteinkonzentration Z unabhangig ist, 


sondern gleichmaBig, wenn auch nicht besonders stark, mit dieser 
fallt. Aus der fiinften Vertikalkolonne geht jedoch hervor, dab, wie 
schon friiher bemerkt, auch S mit Z fallt. Die Abnahme von s wiirde 
daher gréBer gewesen sein, als die gefundenen Mittelwerte anzeigen, 


wenn S bei allen Einzelversuchen 25,441 gewesen ware, so wie in Ver- 
such 1. Da es sich jedoch hier nur um kleine Verschiedenheiten 
der GréBe von S handelt, kann man das entsprechende Stiick der 
Kurve auf Abb. 1 in vergréBertem MaBstab zur Berechnung der 
Korrektur benutzen, die in jedem Einzelversuch eingefiihrt werden 
muB, um s den Wert zu geben, der S = 25,441 entspricht. Dieses 
Verfahren ist nur berechtigt unter der Voraussetzung, da sich der 
Wert fiir s in jedem Einzelversuch der Reihe I so mit der Variation 
von S andert, daB Parallelitaét mit den entsprechenden Anderungen in 
der auf Abb. 1 dargestellten Versuchsreihe herrscht: jedenfalls aber 
wird innerhalb eines so begrenzten Bereiches, wie er hier in Frage steht, 
kein wesentlicher Fehler mit einem solchen Korrekturverfahren ein- 
gefiihrt. Die auf diese Weise korrigierten Werte von s sind in der 
zehnten Vertikalkolonne der Tabelle aufgefiihrt, und man sieht bei 
einem Vergleich der achten mit der zehnten Kolonne, daB die Korrektur 
meist ganz gering war und in keinem Falle 4°, des korrigierten Wertes 
erreicht hat. Auf Abb. 6, wo Z als Abszisse und die korrigierten Werte 
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von s als Ordinate gebraucht werden, sind die Resultate der Versuchs- 
reihe I durch Kurve I wiedergegeben. 

Auch bei Versuchsreihe IT zeigt sich ein schwacher, aber deutlicher 
Gang in den S-Werten, und die Werte fiir s haben daher die ent- 
sprechende geringfiigige Korrektur erfahren. 

Anders gestaltet sich die Sache bei Versuchsreihe HI: hier sind die 
S-Werte frei vom Gang der anderen Versuchsreihen, wogegen, wie die 
neunte Vertikalkolonne der Tabelle IX zeigt, das p,,, der beiden ersten 
Versuche niedriger ist als das der anderen. Hierfiir kann kein Grund 
angegeben werden, doch ist die Beobachtung sicher richtig, wie aus 
der guten Ubereinstimmung aller Pay Messungen hervorgeht. Der 
niedrige Wert von s in Versuch Nr. 13, wo Z am griéBten ist, wird 
durch den niedrigen pa,-Wert ganz natiirlich erklart. Wir haben s 
der Einzelversuche dieser Reihe mit Hilfe des in vergr6Bertem MaBstab 
gezeichneten entsprechenden Stiickes der Kurve auf Abb. 3 korrigiert, 
und zwar so, daB der korrigierte Wert fiir s in der ganzen Reihe 
Pay, — 7,130 entspricht. 

Bei einem Vergleich der achten und neunten Vertikalkolonnen der 
Tabelle LX sieht man, daB es sich bei den Versuchen Nr. 14 und namentlich 
Nr. 13 um recht betrachtliche Korrekturen handelt. Dies riihrt davon her, 
daB die Kurve der Abb. 3 in dem fraglichen Bereich der Wasserstoff- 
ionenaktivitéat stark geneigt ist. Wir haben daher bei den beiden 
letzten Versuchsreihen einen Bereich der Wasserstoffionenaktivitat 
gewahlt (entsprechend p,,, = etwa 6,5), in dem die Kurve der Abb. 3 
weniger steil verliuft. 

Aus der Tabelle X, fiinfte Vertikalkolonne, geht hervor, daB bei 
den Versuchsreihen IV und V kein Gang in den Werten von S auftritt. 
Dagegen zeigt die neunte Vertikalkolonne der Tabelle, obwohl es ge- 
lungen ist, das p,,, aller Versuchsmischungen in der Nahe von 6,5 zu 
halten, doch bei beiden Versuchsreihen einen ausgepragten Gang in 
den p,,,-Werten. Wir haben daher auch hier mit Hilfe des entsprechenden 
vergréBerten Kurvenstiickes der Abb.3 s in allen Einzelversuchen 
korrigiert, so daB dessen korrigierter Wert bei beiden Versuchsreihen 
Pay == 6,500 entspricht. Beim Vergleich der achten und zehnten 
Vertikalkolonne der Tabelle zeigt sich indessen, daB es sich diesmal 
nur um ganz kleine Korrekturen handelt. 


Auf Abb. 6 sind die Resultate aller fiinf Versuchsreihen wieder- 
gegeben und die Kurven jeweils mit der Nummer der entsprechenden 
Versuchsreihe bezeichnet. Keine Kurve verliuft parallel mit der Ab- 
szissenachse, ein Verlauf, der einer nicht in Komponenten dissoziierbaren 
Verbindung entsprechen wiirde. Von Kurve I abgesehen, ist indessen 
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der Neigungswinkel der Kurven nur klein, und schon daraus ist er- 
sichtlich, daB die Dissoziationstendenz des Kohlenoxydhamoglobins 
unter den Versuchsbedingungen der Reihen II bis V nur klein ist, bei 

der Versuchsreihe 1 aber sich gréBer zeigt. 
Einen zahlenmaBigen Ausdruck fiir die Dissoziationstendenz hat 

man im Wert der Gleichung 

Pts a = 

& xX 4Z 
deren Berechnung und Bedeutung in einer friiheren Abhandlung! 
ausfithrlich besprochen wurde. Da es sich bei der Berechnung von Dt 
™ - um kleine Differenzen handelt, 
hgs a an / haben wir nicht die bei der Zeich- 
49 - on , — nung der Kurven abgesetzten Werte 
von s dazu benutzt, sondern uns die 
Ausgleichung, welche die graphi- 
Q7 | | | sche Darstellung erméglicht, zunutze 
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Abb. 6. 


gemacht. Wir haben also die Werte fiir s, die sich in den elften Vertikal- 
kolonnen der Tabellen finden, von den Kurven abgelesen; aus einem 
Vergleich dieser mit den zehnten Kolonnen geht hervor, daB der Aus- 
gleich nur in wenigen Fallen von Bedeutung war. Das iibrige Zahlen- 
material der Tabellen und die Berechnung von Dt bediirfen keiner 
naheren Erklarung. 

Auf Abb. 7 sind alle in den fiinf Versuchsreihen gefundenen Werte 
fiir Dt graphisch dargestellt, wobei Dt als Ordinate und der ent- 
sprechende Wert fiir Z (die beiden letzten Vertikalkolonnen der Ta- 
bellen) als Abszisse fungiert. 

Wenn man vorlaiufig von Versuchsreihe I absieht, kénnen die 
Resultate der anderen vier Reihen durch eine einzige Kurve dargestellt 
werden, welche die von den Untersuchungen iiber die Dissoziations- 


1 C. r. du Laboratoire Carlsberg 18, Nr. 5, 46, 1930; Kolloidzeitschr. 
53, 173, 1930. 
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tendenz anderer Proteinstoffe bekannte Form? hat. Bei groben Hdmo- 
globinkonzentrationen ist die Dissoziationstendenz nur ganz geringfiigig. 
ebenso wie bei Eialbumin, aber im Gegensatz zu den Serumglobulinen und 
namentlich den Serumalbuminen, welche selbst in groBen Konzentrationen 
eine betrdchtliche Dissoziationstendenz zeigen. Beim Verdiinnen steigt 
die Dissoziationstendenz des Hédmoglobins, ohne doch anndhernd di 
Werte zu erreichen, die bei den Serumproteinen gefunden worden: ver- 
diinnte Eialbuminlésungen wurden diesbeziiglich nicht untersucht. 

Zu den Resultaten der Versuchsreihe I muB bemerkt werden, daB 
diese Reihe unter Versuchsbedingungen angestellt wurde (hohes Par 
und eine im Verhaltnis dazu geringe Ammonsulfatkonzentration), 
welche die Auflésung von reichlichen Hamoglobinmengen erméglichten. 
Hierin liegt wahrscheinlich der Grund dafiir, daB die Dissoziations- 
tendenz, die auch in dieser Reihe bei gropen Hamoglobinkonzentrationen 
sehr klein war, schneller mit der Verdiinnung wuchs als bei den anderen 
Versuchsreihen. 


Im AnschluB an die hier beschriebenen Untersuchungen iiber die 
Dissoziationstendenz des Hamoglobins haben wir auf verschiedene 
Weise versucht, das Himoglobin zu fraktionieren. So haben wir Aus- 
frieren von salzfreien oder salzarmen Hamoglobinlésungen, und 
fraktionierte Auflésung des auskristallisierten Hamoglobins in Wasser 
oder schwachen Natriumchloridlésungen angewendet: ebenso haben 
wir fraktionierte Kristallisation verhaltnismaBig starker Hamoglobin- 
lésungen mit Ammoniumsulfat versucht, oder fraktionierte Lésung 
schon gefallten Hamoglobins in schwachen Ammonsulfatlésungen, 
oder endlich eine Kombination dieser beiden Verfahren. Die so ge- 
wonnenen Fraktionen haben wir auf verschiedene Weise untersucht, 
wobei wir vor allem einen Unterschied in der Zusammensetzung der 
Fraktionen oder deren Saurespaltungsprodukten nachzuweisen gesucht 
haben. Zu diesem Zwecke bestimmten wir das Verhaltnis des Stickstoff- 
gehaltes zum Eisengehalt, die Menge von Tryptophan in den un- 
gespaltenen Fraktionen und die bei Saurehydrolyse gebildeten Mengen 
von Huminstoffen, Ammoniak, formoltitrierbaren Aminogruppen, 
Arginin und Tyrosin. Wir haben bei diesen Untersuchungen fiir alle 
Fraktionen ungefahr gleiche Resultate bekommen, wenn das gleiche 
Verfahren angewendet wurde. Die Unterschiede in der Zusammen- 
setzung der verschiedenen Fraktionen waren jedenfalls kleiner als die 
Unterschiede, die wir bei nur geringfiigiger Anderung des Unter- 
suchungsverfahrens bei der Bearbeitung ein und derselben Fraktion 
nachweisen konnten. 


1 C.r. du Laboratoire Carlsberg 18, Nr. 5, 83. 1930, Abb. 10; Kolloid- 
zeitschr. 58, 191. 1930. Abb. LO. 
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Wir kénnen daher aus diesen Versuchen, deren Einzelheiten hier 
nicht naiher beschrieben zu werden brauchen, nur den SchluB ableiten, 
dap es mit Hilfe der von uns angewendeten praparativen und anal ytischen 
Verfahren nicht méglich war, irgendeine Fraktionierung des Haimoglobins 
nachzuweisen. Dieses Resultat laBt sich mit der geringen Dissoziations- 
tendenz des Hamoglobins zwanglos erkliren und steht iibrigens in 
guter Ubereinstimmung mit den Untersuchungen der letzten Jahre, 
die alle darauf hindeuten, daB sich das Hamoglobin im wesentlichen 
wie eine gewOhnliche chemische Verbindung verhalt. Man muB daher 
jedenfalls nach dem gegenwdrtigen Stande unseres Wissens — unter den 
Proteinen mit einigermaBen geringem Molekulargewicht das Hdmoglobin 
und Eialbumin als ausgepragte Typen von Komponentensystemen mit 
ganz geringer Dissoziationstendenz ansehen. 


Ubersicht. 


Im Abschnitt A wird eine ausfiihrliche Beschreibung des zur 
Herstellung und Reinigung des Kohlenoxydhdmoglobins benutzten Ver- 
fahrens gegeben, mit dessen Hilfe so gut wie alles vorhandene Hamo- 
globin in kristallinischer Form gewonnen werden kann; eine Auf- 
schliammung von kristallisiertem Hamoglobin kann ohne wesentliche 
Veranderung viele Monate lang in Eis im Eisschrank aufbewahrt werden 
(Tabelle I). 

Im Abschnitt B werden die zur Anwendung gelangten analytischen 
Methoden beschrieben. 

Im Abschnitt C wird die Bestimmung des Wassergehaltes des 
kristallisierten Hdmoglobins besprochen. Der Faktor r, mit dem der 
Hamoglobinstickstoff multipliziert werden muB, um das Gewicht des 
Hamoglobinhydrates zu geben, wird zu 7,82 bestimmt (Tabelle IT), 
woraus weiterhin hervorgeht, daB der Wassergehalt der Hamoglobin- 
kristalle 0,353 g pro Gramm wasserfreien Haimoglobins ausmacht. 

Im Abschnitt D wird der EinfluB der Ammoniumsulfatkonzentration 
auf das Gleichgewicht zwischen auskristallisiertem Hémoglobin und der 
umgebenden Mutterlauge behandelt und gezeigt, daB die hierbei ge- 
fundenen Léslichkeitsverhaltnisse sich gut der Cohnschen Gleichung 
anpassen: logs = «.S + £. 

Im Abschnitt E wird der EinfluB der Wasserstoffionenaktivitat auf 
das Gleichgewicht zwischen auskristallisiertem Hémoglobin und der 
umgebenden Mutterlauge behandelt und gezeigt, daB die Léslichkeits- 
kurve (Abb. 3) eine charakteristische Form mit zwei ausgeprigten 
Minima hat, deren eines (p,,, = etwa 6,6) als der isoelektrischen 
Reaktion des Hamoglobins entsprechend angesehen werden muB, 


wahrend das andere (p,,, = etwa 5,4) wahrscheinlich einem verhaltnis- 
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maBig schwerléslichen Hamoglobinsulfat entspricht, dessen Schwefel- 
siuregehalt auf etwa 12 bis 13 Mol pro Mol Hamoglobinhydrat ge- 
schatzt werden kann. 

Im AnschluB an die hier erwaihnten Léslichkeitsversuche bei 
verschiedener Wasserstoffionenaktivitét wird im Abschnitt F das 
Sduren- und Basenbindungsvermégen des Hdmoglobins behandelt und 
die Form von dessen Jonisationskurve diskutiert (Abb. 4). Diese Kurve 
zeigt einen kontinuierlichen Verlauf mit einem einzigen Wendepunkt 
oder vielleicht einem Wendebereich zwischen Poy = 5.5 und py, = 63, 
also gerade in dem fiir die Léslichkeitskurve (Abb. 3) charakteristischen 
Gebiet zwischen den beiden Minima. 

Im Abschnitt G werden fiinf Versuchsreihen beschrieben, die den 
Einflug der Hamoglobinkonzentration auf das Gleichgewicht zwischen 
auskristallisiertem Hdmoglobin und der umgebenden Mutterlauge be- 
leuchten; die hierbei erhaltenen Resultate werden zur Berechnung der 
Dissoziationstendenz des Hamoglobins benutzt. Bei groBen Haimoglobin- 
konzentrationen ist die Dissoziationstendenz duBerst schwach, ganz 
ebenso, wie es friiher beim Eialbumin gefunden wurde, aber im Gegen- 
satz zum Verhalten der Serumproteine, die selbst in groBen Konzentra- 
tionen eine betrachtliche Dissoziationstendenz zeigen. Beim Ver- 
diinnen steigt die Dissoziationstendenz des Hamoglobins, ohne doch 
jemals auch nur annahernd die Werte zu erreichen, die friiher bei den 
Serumproteinen gefunden wurden. 

Bei einer Anzahl von verschiedenartig ausgefiihrten Fraktionierungs- 
versuchen ist es nicht méglich gewesen, mit Sicherheit eine Fraktionierung 
des Hédmoglobins nachzuweisen, und dieses Protein muf daher ebenso 
wie das Kialbumin als typisches Beispiel eines Komponentensystems 
mit ganz schwacher Dissoziationstendenz betrachtet werden. 
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Zur Kenntnis der Spezifitit der Dehydrogenasen. 


Von 
T. Thunberg. 
(Aus dem Physiologischen Institut in Lund.) 
(Eingegangen am 31, Dezember 1952.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. Die Aktivierungsspezifitat der Succinodehydrogenase. 


Schon in den Mitteilungen, die ich in den Jahren 1916, 1917 und 
1920 (1) (2) (3) tiber die von Wieland entdeckte Enzymgruppe_ ver- 
6ffentlicht habe, und der ich den Namen Dehydrogenasen gegeben 
habe, bin ich auf die Frage nach dem Spezifitatsgrad dieser Enzyme 
eingegangen. So berichtete ich in der zweiten der eben genannten 
Schriften, daB ein im tierischen Organismus vorkommendes Enzym, 
die Succinodehydrogenase, die den Wasserstoff der Bernsteinsiure 
aktiviert, kein wasserstoffaktivierendes Vermégen gegeniiber etwa.50 in 
meiner Schrift aufgezihlten organischen Sauren und anderen organischen 
Stoffen zeigt. Nur auf die Methylbernsteinsaéure (Brenzweinsaure) 
hatte die Succinodehydrogenase eine gewisse wasserstoffaktivierende 
Wirkung. In der dritten der eben genannten Schriften kam ich auf 
die Frage nach der Spezifitat der Dehydrogenasen zuriick. Auf Grund 
der dort mitgeteilten Versuche auBerte ich die Auffassung, daB die 
Dehydrogenasen ,,Enzyme von ziemlich ausgesprochener Spezifitat™ 
sind. Meine Auffassung prazisierte ich dort weiter in folgender Weise: 
,Natiirlich bedeutet dies nicht, daB die Spezifitat absolut ware. Ich 
habe mich also ausdriicklich gegen die Auffassung ausgesprochen, die 
mir in hierhergehériger Literatur zuweilen zugeschrieben wird, namlich 
die, daB eine unbedingte Spezifitat etwas fiir die Dehydrogenasen Kenn- 
zeichnendes ist. Man diirfte auch an anderen Stellen in meinen Schriften 
auf diesem Gebiete keine AuBerung finden kénnen, die in diese Richtung 
geht. WNatiirlich habe ich mich hiermit nicht gegen die Méglichkeit 
aussprechen wollen, daB weitere Untersuchungen zur Feststellung 
eines hierhergehérigen Enzymindividuums von derartiger Spezifitat 
fiihren kénnten. Jedenfalls wird es leichter sein, einen Gegenbeweis 
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als einen Beweis fiir die unbedingte Spezifitat eines Enzyms zu er- 
bringen. Auch wenn eine gréBere Anzahl untersuchter Stoffe sich fiir 
die wasserstoffaktivierende Wirkung eines gewissen Enzyms unzu- 
ginglich gezeigt hat, besteht doch immer die Méglichkeit, daB ein der- 
artiger EinfluB an einem noch nicht untersuchten Stoff gefunden 
werden kénnte. 

Die Beobachtung, daB die Succinodehydrogenase trotz ihres hohen 
Spezifitatsgrades nicht ausschlieBlich Bernsteinsiure, sondern auch 
Methylbernsteinsaure beeinfluBt, lieB es mir von Wert erscheinen, 
auch andere alkylierte Bernsteinsiuren in dieser Hinsicht zu unter- 
suchen. Da solche im Chemikalienhandel nicht erreichbar waren, hat 
Herr Privatdozent Dr. Erik Larsson hier auf mein Ersuchen folgende 
dargestellt: Dimethylbernsteinséure, die hochschmelzende, fumaroide 
Form; Methylithylbernsteinsaiure, sowohi in ihrer hochschmelzenden, 
fumaroiden Form wie in ihrer maleinoiden Form, wie auch Diathyl- 
bernsteinséure, welch letztgenannte Substanz ich jedoch nicht in 
einheitlicher Form, sondern als ein Gemenge der racemischen und der 
Mesoform erhielt. Diese von mir verwendeten Substanzen sind nicht 
als vollkommen rein zu betrachten, da ihre Schmelzpunkte nicht ganz 
mit den in der Literatur fiir die entsprechenden reinen Substanzen an- 
gegebenen zusammenfallen. Die Bedeutung dieses Umstandes soll 
nach dem Bericht iiber die erhaltenen Resultate der Versuche be- 
sprochen werden, diese Substanzen als Donatoren gegenitiber Succino- 
dehydrogenase zu verwenden. 

Die zu den unten mitgeteilten Versuchen benutzte Succinodehydro- 
genaselésung ist in folgender Weise zubereitet worden: 

100 g am Markt gekauftes, gut gemahlenes Pferdefleisch wurde wieder- 
holt mit kleinen Mengen einer Borsaéure-Natriumchloridlésung (1°, Bor- 
saure, 0,25°, Natriumchlorid) gewaschen. Das Waschen wurde wiederholt, 
bis die Fleischmasse weiBbe Farbe angenommen hatte. Die durch Auspressen 
von der Waschfliissigkeit befreite Fleischmasse wurde darauf in der Reib- 
schale mit zusammen 150ccm einer Natriumphosphat-Borséurelésung 
(1,2°, Sérensens Natriumphosphat, Na,H PO, + 2 H,O, 1°, Borséure) 
verrieben. Nachdem die Fleischmasse 30 Minuten gestanden war, wurde 
sie wahrend 20 Minuten kraftig zentrifugiert. Die hierbei abgeschiedene 
opalisierende obere Fliissigkeitsschicht reprasentiert die zu den Versuchen 
verwendete Succinodehydrogenaselésung. 

Das Waschen und Extrahieren der Muskelmasse mit Borséure ent- 
haltenden Lésungen wurde durch den Wunsch bedingt, bei den Versuchen eine 
Bakterienwirkung méglichst auszuschlieBen. Die Methodik ist das Resultat 
von Erfahrungen, gewonnen mit Succinodehydrogenaselésungen, — teils 
dargestellt ohne Borséurezusatz zur Waschfliissigkeit bzw. Extraktions- 
fliissigkeit, teils dargestellt mit solchem Zusatz. Die etwas launenhaften 
Resultate bei der Verwendung von Dehydrogenaselésungen ohne Zusatz 
von Antiseptika wurden durch konstante Resultate ersetzt ~achdem der 
Borsaéurezusatz eingefiihrt worden war. 
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Die Hauptversuche wurden stets mit gleichzeitig laufenden Kontroll- 
versuchen ausgefiihrt. 

Fiir die Untersuchung der eventuellen wasserstoffaktivierenden 
Wirkung der Succinodehydrogenaselésung auf die alkylierten Bernstein- 
siuren habe ich meine Methylenblautechnik verwendet (siehe z. B. die 
Darstellung dieser in Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 
5. Auflage, Band II], Leipzig 1929, 8. 1118). 


Die Versuche wurden mit einer Wiederholung unter méglichst 
gut kontrollierten Verhaltnissen der schon erwahnten Beobachtung 
eingeleitet, daB Methylbernsteinsaure (Brenzweinsaiure) der wasserstoff- 
aktivierenden Wirkung der Succinodehydrogenase zuginglich ist. 


Zur Beleuchtung des Versuches sei folgendes Protokoll mitgeteilt. 


Versuch 1. 19. Oktober 1931. 

Methylenblaulésung (Methylenblau medicinale ,,Merck‘’) 1: 30000, 

Bernsteinsdure, 118mg wurden mit n/2 KOH _ neutralisiert, woraut 
die Lésung auf 10 cem verdiinnt wurde. (Die Bernsteinsaéure sowie alle 
anderen zu diesen Versuchen benutzten Saéuren sind unter Vermeidung 
von Indikatoren neutralisiert worden, damit die definitiven Lésungen fii 
die Versuche frei von solchen sind, da sonst zuweilen die Indikatorlésung 
stérend auf den EntfarbungsprozeB einwirkt.) 

Brenzweinsdure, 132 mg wurden gleichfalls mit n/2 KOH _ neutralisiert 
und auf 10cem verdiinnt. 

Succinodeh ydrogenaselésung, zubereitet laut obenstehenden An- 
gaben. 


Aqua dest. 


Nun wurden sieben Réhren laut untenstehender Tabelle beschickt. 
evakuiert und in ein Wasserbad von 35° eingestellt. Der Zusatz von 
Succinodehydrogenase erfolgte in jeder Réhre erst unmittelbar vor 
ihrer Evakuierung. 

Die auf ihre eventuelle Donatorwirkung zu priifenden Substanzen 
(Bernsteinsiure und Brenzweinsaure) sind in m 10 Lésungen verwendet 


Tabelle I. 





é (19. Oktober 1931.) 
Rohre Nr.: 1 2 3 + 5 6 7 

Mb. 1:30009, cem .... 0,3 0,3 0,3 03 0,3 0,3 0.3 
Brenzweinsaure, cem .. . 0,1 0,2 

Bernsteinsaure, ccm er 0,1 0,2 St 
Succinodehydrogenase, ecm . 05 0,5 0,5 0,5 0.5 05 0,5 
Aqua dest. com ..... > O4 0,3 0,2 0.4 0,3 0,2 0.4 
Entfairbungszeit, Min. . . . > 60 15 16 > 60 3 3 > 60 
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Wie aus der Tabelle I hervorgeht, verursacht ein Zusatz von 
Bernsteinséure in den verwendeten Mengen eine Verkiirzung der Ent- 
farbungszeit des Systems auf 3 Minuten. Zusatz von entsprechenden 
Mengen von Brenzweinsaéure verkiirzt allerdings deutlich die Ent- 
farbungszeit, aber diese wird dabei nicht kiirzer als 15 Minuten. 

Das Vermégen der Pyroweinsaure, als Wasserstoffdonator gegen- 
iiber Succinodehydrogenase einzutreten, tritt auch im folgenden Versuch 
zutage, in dem die zugesetzten Mengen Pyroweinsaure innerhalb be- 
deutend weiterer Grenzen als im vorigen Versuch variiert worden sind. 
Die Variationen sind durch Zubereitung von Pyroweinsaiurelésungen 
der Starke m/10, m/50 und m/250 erreicht worden. Von diesen Lésungen 
sind im iibrigen zwischen 0,1 und 0,4 ccm wechselnde Mengen den ver- 
schiedenen Réhren zugesetzt worden. 


Versuch 2. 6. April 1932. 
Meth ylenblaulésung 1: 50000 (= Mb). 


Brenzweinsdure, 26,4mg neutralisiert mit n/2 KOH, verdiinnt zu 
2 ccm Br. = m/10. 


leem Br. + 4ccem Aqua dest. = Br./5 (= m/50), 
' >» meets s 7 ia Br./25 (= m/250). 


Succinodehydrogenase, zubereitet am Tage vorher in der in der 
Einleitung angegebenen Weise. 
Tabelle Il. 
(6. April 1932.) 








Réhre Nr.: 1 2 3 4 5 6 7 
Mb. 1:50000, ceem ..... 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 05 0,5 
Brenzweinsaure Br., ccm 
. Br./5, cem . . 0,1 0,2 
‘ Br./25, cem. . 0,1 0,2 0,4 
Suecinodehydrogenase, ccm. . 0,5 05 O85 O5 05 | 05 | 05 
Aqua dest.,comm....... 0.4 0,3 0,2 04 O08 02 
Entfarbungszeit. Min. . . . . >180 133 90 81 -180 73 62 
Roéhre Nr. : & 9 10 11 12 13 
Mb. 1:50000, cm ..... 0.5 05 05 05 0,5 0.5 
Brenzweinsaure Br., ccm. . . 0.1 0,2 0.4 
. Br./5, ccm . . 04 
i Br. /25, eem . 
Succinodehydrogenase, ccm. . 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 05 
Aqua dest.. ccm ...... 0.4 0,3 0,2 0,4 
Entfarbungszeit, Min. . . . . 46 >180 49 49 49 > 180 


Die kiirzeste Entfarbungszeit, die durch Zusatz von Pyroweinsaure 
zum in Rede stehenden Enzymsystem erhalten worden ist, reprasentiert 
einen wesentlich langeren Zeitwert als im Versuch 1, was mdoglicher- 
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weise darauf beruht, da die benutzte Succinodehydrogenaselésung im 
Versuch 2 alteren Datums gewesen ist. Auf alle Faille bestatigt auch 
dieser Versuch das Vermégen der Brenzweinsaure, als Donatorsubstanz 
aufzutreten. Die Kurve fiir die Entfairbungszeiten in ihrer Abhangigkeit 
von den zugesetzten Mengen Donatorsubstanz ist im iibrigen von 
gleicher Art fiir die Brenzweinsiure wie fiir die Mehrzahl der bisher 
studierten Donatoren. Die Entfarbungszeit sinkt anfangs schnell bei 
erhéhter Menge Donatorsubstanz, um sich dann langsamer einem 
Minimalwert zu nahern. 


Das Vermégen der Pyroweinsiure, als Wasserstoffdonator unter 
dem EinfluB einer Succinodehydrogenaselésung aufzutreten, hat also 
bestatigt werden kénnen. Es diirfte hierbei als ausgeschlossen zu er- 
achten sein, da8 wir es mit einer speziellen Pyroweinsiuredehydrogenase, 
von der Succinodehydrogenase verschieden, zu tun haben kénnten, 
wenigstens solange das Vorkommen von Pyroweinsaure im tierischen 
Organismus nicht nachgewiesen ist. 


Das Reaktionsprodukt, das bei der Dehydrogenisierung aus Pyro- 
weinsiure entsteht, ist nicht isoliert worden. Aller Wahrscheinlichkeit 
nach diirfte es aus Methylfumarsaure (Mesaconsaure) bestehen. 


Da jede Dehydrogenase nicht nur den Wasserstoff in dem Substrat- 
molekiil aktiviert, auf das sie eingestellt ist, sondern auch das Molekiil, 
das nach Abgabe des aktivierten Wasserstoffs iibrigbleibt (das Rest- 


molekiil), sollte die Succinodehydrogenase auch Mesaconsaure aktivieren 
und daher bei Anwesenheit von aktiviertem Wasserstoff in der Lésung 
eine Reduktion der Mesaconsiure zu Pyroweinsiure erméglichen, 
analog wie die Succinodehydrogenase Fumarséure beeinfluBt. In 
welchem Grade im besonderen Falle die Dehydrogenisierung der Methyl- 
bernsteinsiure und die Hydrogenisierung der Methylfumarsaure sich 
geltend macht, diirfte auf dem Redoxpotential in der Lésung beruhen. 


Natiirlich ware es von Interesse zu untersuchen, ob die Methy!- 
fumarsiure unter dem EinfluB von Aspartase bzw. Fumarase analog 
der Weise beeinfluBt wird, wie die Fumarsiaure durch das entsprechende 
Enzym. 

Wihrend sich also gezeigt hat, daB die Pyroweinsadure als Donator 
in das System Mb-Succinodehydrogenase eintreten kann, hat eine 
unzweideutige Donatorwirkung tir die tibrigen, in der Einleitung 
erwihnten Alkylderivate der Bernsteinsiure nicht beobachtet werden 
kénnen. Weder die fumaroide Dimethylbernsteinsaéure noch die niedrig- 
bzw. hochschmelzende Form der Methylathylbernsteinsiure oder dic 
Diathylbernsteinséure als Gemenge der racemischen und der Mesoform. 
in welcher Form sie erhalten worden ist, haben also die Methylenblau- 
entfarbung im System Succinodehydrogenase-Mb beeinfluBt, wenigsten- 
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nicht in deutlicher Weise. Es soll dies durch ein paar Versuchsprotokolle 
illustriert werden. 

In den hier unten mitgeteilten Protokollen sind die auf ihre even- 
tuelle Donatorwirkung gepriiften Alkylderivate der Bernsteinsiure in 
m/10 Lésungen verwendet worden. Fiir jede Substanz sind die Mengen 
0,1, 0,2 und 0,4 cem benutzt worden. Die in den Tabellen verwendeten 
Abkiirzungen diirften ohne weiteres gedeutet werden kénnen. Zu den 
beiden mitgeteilten Versuchen gehéren auch Bestimmungen der Ent- 
farbungsgeschwindigkeit des Systems bei Zusatz von wechselnden 
Mengen einer schwachen Succinatlésung. Die Resultate zeigen das 
starke Aktivierungsvermégen der Succinodehydrogenaselésung gegen- 
iiber Bernsteinsaure. 

Tabelle Ill. 
(1. April 1932.) 








Rohre Nr.: | 1 2 3 4 5 6 

Mb. 1:50000, cem . . 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
m/10 hochschmelzende Dime- 

thylbernsteinsaure, cem . . 0,1 0,2 0,4 
m/10 niedrigschmelzende Me- 

thylathylbernsteinsaure, cem 0,1 
m/250 Bernsteinsaéure, ccm . 
Succinodehydrogenase, ccm. . 0,5 0,5 0.5 0.5 0,5 0,5 
Aqua dest.,com ...: .. 0,4 0,3 0,2 0,4 0,3 
Entfarbungszeit, Min... . . | >180/>180 +180 +180 > 180 ~> 180 
ae ___Rihre Nr.: 7 8 9 0 | 12 13 
Mb. 1:50000, cem . . 1 05 05) 05 05 05 | 05 05 


m'10 hochschmelzende Dime- 
thylbernsteinséure, ccm. 

m/10 niedrigschmelzende Me- 
thylathylbernsteinsaure, cem | 0,2 0,4 





m/250 Bernsteinsaure, com . . | 0,1 | 0,2 
Succinodehydrogenase, ccm. . 0,5 0,5 05 | 05 | 05 | 05); 05 
Aqua dest. ccm ...... 0,2 04 | 03 | 02 he 
Entfarbungszeit, Min. . - - - | >180; 175 |\>180| 8 8 7 |>4180 
Tabelle IV. 
(1. April 1932.) 
Roéhre Nr.: 1 2 3 4 5 6 
Mb. 1:50000, ccm . . 0,5 0,5 0,5 0.5 0.5 0,5 
m/10 hochschmelzende Methyl- 
‘athylbernsteinsaure, com... 0,1 0,2 0,4 
m/10 Diathylbernsteinsaure, ccm 0,1 
m/250 Bernsteinsiure, ccm . 
Succinodehydrogenase, ccm. . 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
Aqua dest.,. . ee 0,4 0,3 0,2 0,4 0,3 


Entfarbungszeit, Min. |. |. +120 +120 +120 100 +120 > 120 
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Roéhre Nr.: 


Mb. 1:59000, eem ees egy 
m/10 hochschmelzende Methyl- 
athylbernsteinsaure, ccm . 
m/10 Diathylbernsteinsaure, cem 0.2 0,4 
m/250 Bernsteinsaéure, cem . 
Succinodehydrogenase, cem. . 0,5 0,5 0,5 
Aqua dest.,ccm ...... 0,2 0,4 
Entfarbungszeit, Min. . . . . > 120 >120 > 120 


—i—h—) 


bo Oro 


Die mitgeteilten Werte fiir die Entfarbungszeiten kénnen allerdings 
nicht die Méglichkeit einer, wenn auch nur sehr schwachen Donator- 
wirkung der hier in Rede stehenden Alkylderivate der Bernsteinsiure 
ausschlieBen. Soviel kann indessen gesagt werden, daB, wenn diese 
Derivate tiberhaupt eine Donatorwirkung haben, so ist diese auBerst 
schwach und hat trotz der hohen Empfindlichkeit der verwendeten 
Methode noch nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden kénnen. 


Oben ist erwahnt worden, daB die Méglichkeit nicht ausgeschlossen 
werden kann, daB die zuletzt verwendeten Alkylderivate nicht ganz 
rein gewesen sind. Fiir die Deutung der Versuchsresultate wiirde dies 
von Bedeutung gewesen sein, falls die zugesetzten Substanzen eine 
beschleunigte Entfarbung im Mb-Dehydrogenasesystem hervorgerufen 
hatten. Man hatte sich dann denken kénnen, daB dieser positive Effekt 
gerade durch Verunreinigungen bedingt sei. Das Ausbleiben jedes 
derartigen Effektes gestattet dagegen den SchluB, daB die unter- 
suchten Praparate kaum als Donatoren fungieren kénnen. 


Il. Die Fixierungsspezifitit der Succinodehydrogenase. 


Wie durch friihere Untersuchungen bekannt ist, auBert sich die 
Spezifitat der Dehydrogenasen teils in einem Vermdégen, gewisse Sub- 
stanzen an sich zu fixieren, teils in einer Aktivierung des Wasserstoffs 
der Substanzen. Die Fixierung des Substrates der in Rede stehenden 
Enzymgruppe an das Enzym diirfte eine notwendige Voraussetzung 
dafiir sein, daB eine Wasserstoffaktivierung zustande kommen kann. 
Dagegen kann offenbar eine Substratfixierung stattfinden, ohne dab 
eine Wasserstoffaktivierung die Folge ist. Das Enzym zeigt also in 
bezug auf das Wasserstoffaktivierungsvermégen gréBere Spezifitat 
als mit Hinsicht auf das Fixierungsvermégen. Solche Substanzen, 
die an das Enzym fixiert werden, ohne durch dasselbe aktiviert zu 
werden, iiben einen hemmenden EinfluB auf das Vermégen der Dehydro- 
genasen, die wirklichen Wasserstoffdonatoren zu aktivieren, aus, ein 
Umstand, der eben die Entdeckung von Fixierung ohne Aktivierung 
erméglicht hat. 
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Haufig sind die Substanzen, die am Dehydrogenasemolekil fixiert 
werden, ohne von diesem aktiviert zu werden, chemisch nahe mit den 
wirklichen Donatoren verwandt. Dies wird auch deutlich durch die 
Erfahrung in bezug auf die Succinodehydrogenase bestitigt. So dirfte 
das Hemmungsvermégen, das Malonséure, aber auch Oxalsiure auf das 
aktivierende Vermégen der Succinodehydrogenase auf Bernsteinsiure 
austiben [siehe Quastel und Whetham (4) und Quastel und Wooldridge (5)) 
am einfachsten auf Grund der Stellung von Malonsaiure und Oxalsaure 
zu Bernsteinsaéure im chemischen System erklart werden kénnen. Es 
findet also eine Konkurrenz um das Dehydrogenasemolekiil zwischen 
Bernsteinséaure und Malonsaure statt, wenn diese beiden Substanzen in 
einer Succinodehydrogenaselésung anwesend sind. 

Es erschien mir von Interesse, diese Studien auch auf andere 
Dicarbonsaiuren auszudehnen. Zuerst sind jedoch die Versuche mit 
Malon- und Oxalsaiure wiederholt worden. 

Hier unten wird zuerst ein Versuch mitgeteilt, der zeigt, wie die 
Entfirbung von Methylenblau im System Mb-Succinodehydrogenase- 
Bernsteinsaure bei Abwesenheit bzw. Anwesenheit von Oxalat ablauft. 


Versuch 3. 9. April 1932. 

Methylenblau 1: 50000 (= Mb). 

Bernsteinsaures Kali, 39mg gelést in 2 ccm Wasser (= B). 

leem B. + 24ccem Wasser B. /25. 

Oxalsaures Kali, 66 mg gelést in 4ccem Wasser (= Ox). 

Succinodeh ydrogenase. 

Temperatur im Wasserbad 35°C. 

Jede Réhre wurde beschickt mit 0,5 ccm Mb, 0,5 cem Dehydro- 
genase sowie der Wassermenge, die zum Ausgleich des Gesamtvolumens 
in jeder Réhre auf 1,8 ccm erforderlich war. In der Tabelle V sind nur 
die den Réhren zugesetzten Mengen Succinatlésung und Oxalatlésung 
in Kubikzentimeter sowie die gefundenen Entfarbungszeiten angegeben. 


Tabelle V. 
(9. April 1932.) 





ont b S- Entfarbungs- 
Robre | 5 35 Oxalat s = se! as Oxalat ~ ae 
Nr. Min. Nr. Min 
1 - - -120 10 O.1 0.1 1s 
2 0.1 - 9 11 0,4 0,2 16 
3 0,2 9 12 0,2 0,2 1s 
4 0.4 - 8 13 O.1 0,2 22 
5 - 01 >120 14 0,4 0.4 22 
6 . 0,2 > 120 15 0.2 0,4 25 
7 - 0.4 >120 16 0,1 0.4 31 
8 0.4 G1 9 17 } 120 
9 0,2 0,1 11 








T. Thunberg: 


Der in Frage stehende Versuch zeigt zuerst, daB, wenn eine Lésung, 
die Succinodehydrogenase und Methylenblau enthalt, nur mit Succinat 
versetzt wird, eine schnelle Entfarbung eintritt. Im hier vorliegenden 
Falle war die Entfarbungszeit kiirzer als 10 Minuten. Bei Zusatz von 
Oxalat allein wird dagegen keine Entfirbungswirkung erhalten. Aus 
der Rohrenserie 8 bis 16 geht hervor, daB, wenn das System Mb-Succino- 
dehydrogenase gleichzeitig mit Succinat und Oxalat versetzt wird, 
eine Hemmungswirkung eintritt. Diese ist jedoch im Rohr 8, wo das 
Verhaltnis zwischen Oxalat und Succinat fiir das letztere giinstig ist, 
nur wenig hervortretend, im Rohr 16 ist sie am gréBten, wo auch das 
Verhiltnis fiir das Oxalat am giinstigsten ist. Es ist indessen zu beachten, 
daB die Oxalatlésung in einer Starke von m/10 verwendet worden ist, 
wahrend das Succinat nur die Starke m/250 gehabt hat. Die wirkliche 
molare Relation zwischen Succinat und Oxalat hat demnach zwischen 
1: 6,25 und 1: 100 gewechselt. 


Noch deutlicher tritt die Hemmung der Mb-Entfarbung in einer 
Succinat-Succinodehydrogenaselésung zutage, wenn Malonat zugesetzt 
wird (siehe Tabelle VI). Die zugesetzte Malonatlésung hatte die Starke 
m/10 (72mg malonsaures Kali gelést in 4ccm Wasser). Der 
Versuch ist im tbrigen wie der Oxalatversuch ausgefiihrt worden. 


Tabelle VI. 
(11. April 1932.) 





“ Entfarbungs- ~ Entfarbungs- 
Rbhre B/25 Malonat zeit Rohre Malonat zeit 
Min. Nr. Min. 


> 420 10 

ll 11 

10 12 

9 13 

0.1 > 420 14 

0,2 > 420 15 

0,4 > 420 16 

0,1 90 17 

0,2 0,1 140 


160 
140 
160 
240 
160 
240 
360 
> 420 


SSeseeseeese 
-~— -— &-& WH WH Ww 





Aus den folgenden Tabellen geht hervor, daB von den der 
Bernsteinsiure zunachst stehenden Dicarbonsiuren mit langerer, 
unverzweigter Kohlenstoffkette die Glutarsiure auf die Mb-Ent- 
farbung nur schwach hemmend wirkt und die Adipinséure noch 
weniger. 
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‘abelle IX. 





Fir diese 


(13. April 1932.) 


Substanzen 


Tabelle VII. (11. April 1932.) 
B/25 Glutar- ae Rohre B/25 Glutar- a~ all 
— Min. Nr. — Min. 
1 ee > 180 10 0,1 0,1 15 
2 0,1 - 10 11 0,4 0,2 14 
3 0,2 - 9 12 0,2 0,2 15 
+ 0,4 — 9 13 0,1 0,2 
5 — 0,1 >180 14 0,4 O,4 18 
6 - 0,2 > 180 15 0,2 0.4 20) 
7 — 0,4 >180 16 O.1 0.4 21 
8 0.4 0,1 13 17 - . -180 
9 0,2 0,1 14 
Tabelle VIII. (12. April 1932.) 
B/25 Adipin- wall Roéhre B25 Adipin- a - Yoni 
‘an sure Mi 7 _ siure wet 
in. Nr. Min. 
ane = > 180 10 0.1 0.1 12 
0.1 —~ 1l 11 0,4 0,2 11 
0,2 -= 10 12 0,2 0,2 13 
0, — 10 13 0.1 0,2 14 
ai 0,1 > 180 14 0.4 0,4 14 
— 0,2 > 180 15 0,2 0,4 16 
— 0,4 > 180 16 0.1 0,4 18 
0,4 0,1 10 17 - ~ 180 
0,2 0,1 12 


Von Alkylderivaten der Malonséiure sind Dimethylmalonsaure, 
Athylmalonsaure, Diithylmalonsiure und Allylmalonsiure in bezug 
auf eine eventuelle Hemmungswirkung auf das hier in Rede stehende 
Dreikérpersystem untersucht worden. 
allerdings eine gewisse Hemmurgswirkung zutage, aber diese kann in 
keiner Weise mit der Hemmungswirkung der Malonsiure selbst ver- 
glichen werden. 


tritt 
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>180 
6 
6 
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10 
11 
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13 
14 
L5 
16 
17 
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Tabelle X. 
(14. April 1932.) 





1- intfarbungs- . Athyl- Entfarbungs- 
Réhre Athyl Entfarb Z Athy 
= 3/25 malop- zeit mbes B/25 malon- zeit 
Nr. saure Min. Nr. siure Min. 


> 180 10 0,1 0.1 

6 ll 0,4 0.2 

8 12 0,2 0,2 

6 13 0,1 0,2 

> 180 14 0,4 0.4 

> 180 15 0,2 0,4 
> 180 16 0,1 0,4 22 
9 17 ~— - > 180 
11 
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Tabelle X1. 
(14. April 1932.) 





Rohre Diathyl- Entfarbungs- Rihre Diathyl- Entfirbungs- 
malon- zeit 2 malon- zeit 
Nr. siure Min. Nr. sdure Min. 


-180 10 0.1 14 
9 1l ; 0,2 13 

9 12 2 0,2 14 

7 13 0,2 16 
> 180 14 2 0.4 18 
180 15 0,4 21 
>180 16 0.4 24 
11 17 = > 180 

12 





Tabelle X11. 
(14. April 1932.) 





; Allyl- Entfirbungs- " Allyl- Entfarbungs- 
Rphre | malon- zeit Rohre 2: malon- zeit 
Nr. sure Min. Nr. séure Min. 


> 180 0,1 0.1 19 

8 t 0.2 15 

0,2 -— 6 2 0,2 0,2 18 
0,4 _ 6 : 0.1 0.2 23 
- 0,1 > 180 0.4 O,4 21 
0,2 > 180 i 0,2 0,4 28 
: 4 - 180 0.1 0.4 34 
O,4 0,1 11 —- —- > 180 
0,2 Q.1 15 





Eine Untersuchung, wie ein Zusatz von Brenzweinsaure die Ent- 
farbungsgeschwindigkeit im System Mb-Dehydrogenase-Bernsteinsaure 
beeinfluBt, ist von besonderem Interesse, da Pyroweinsiure (Methy]- 
bernsteinsiure), wie oben mitgeteilt worden ist, als Donatorsubstanz 
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gegeniiber Succinodehydrogenase fungieren kann. Man kann also in 
bezug auf diese Substanz eine doppelte Wirkung erwarten, einerseits 
ein Verdrangen der Bernsteinsiure vom Dehydrogenasemolekiil, anderer- 
seits eine Donatorwirkung. In den Kombinationen, die in der 
folgenden Tabelle untersucht worden sind, wurde als Resultat eine 
Verminderung der Entfirbungsgeschwindigkeit erhalten. 


Tabelle XIII. 
(7. April 1932.) 





Rohre — — eer” el Rohre —_ Brene- er “eal 

Nr. siure Min. Nr. siure Min. 
1 ; a -180 10 0.1 01 17 
2 O01 - 13 11 0,4 0,2 18 
3 0,2 - 12 12 0,2 0,2 20 
4 0.4 _- 12 13 0,1 0.2 22 
5 0.1 60 14 0,4 0,4 25 
6 0,2 60 15 0,2 O.4 27 
q 0.4 60 16 01 0.4 30 
8 0.4 0.1 16 17 -- 180 
9 0,2 0.1 17 





Man kann hieraus den SchluBsatz ziehen, daB die langsamere 
Mb-Entfarbung bei Zusatz von Brenzweinsaiure zum System Mb-Succino- 
dehydrogenase im Vergleich mit der Mb-Entfairbung bei Zusatz von 
Bernsteinsiure zum gleichen System mehr auf einem Unterschied in 
der Wasserstoffaktivierung als auf einem Unterschied in der Substrat- 
fixierung beruht. 

Oben ist mitgeteilt worden, daB von den Alkylderivaten der Bern- 
steinsaure, die in bezug auf ihr Vermégen, als Wasserstoffdonator im 
System Mb-Succinodehydrogenase zu fungieren, untersucht worden sind, 
eine Donatorwirkung nur fiir Brenzweinsiure beobachtet worden ist, 
wahrend fiir Dimethylbernsteinsiure und Methylathylbernsteinsiure 
sowie Diaithylbernsteinsiure keine solche Wirkung gefunden worden 
ist. Das Ausbleiben einer Donatorwirkung bei diesen Substanzen 
kénnte entweder darauf beruhen, daB sie iiberhaupt nicht an die 
Succinodehydrogenase fixiert werden kénnen, oder darauf, daB sie aller- 
dings an das in Rede stehende Enzym fixiert werden, jedoch ohne 
daB es hierbei zu einer Wasserstoffaktivierung kommt. Fiir den Fall, 
daB die Erklarung in einer ausgebliebenen Wasserstoffaktivierung trotz 
erfolgter Fixierung an das Enzym zu suchen ist, hat man eine Hemmung 
der Mb-Entfirbung im System Mb-Succinodehydrogenase-Bernstein- 
saure zu erwarten. Wie aus den Tabellen XIV bis XVI hervorgeht, 
findet allerdings eine Hemmung statt. Diese ist jedoch schwach. 
Eine groBere Affinitat zur Succinodehydrogenase diirften diese Alkyl- 
derivate der Bernsteinsiure also nicht besitzen. 
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Tabelle XIV. 
(15. April 1932.) 





Dimethyl- 
suce. 
(Schmelz- 
punkt 
182°) 


Rohre 


Nr. 


Entfarbungs- 
zeit 


Min. 


> 180 
10 
10 
12 
> 180 
> 180 
> 180 
11 
12 





Tabelle XV. 
(15. April 1932.) 


B/25 


Dimethyl- 
suce. 


|\(Schmelz- 


| 


punkt 
182°) 


0,1 
0,2 
0,2 
0,2 
0,4 
0,4 
0.4 


Entfarbungs- 
zeit 


Min. 


12 
14 
14 
15 
16 
18 
18 
> 180 





Methyl- 
athylsucc. 
(Schmelz- 

punkt 
167°) 


Roéhre 


Nr. 


1 
2 
3 
4 


) 
) 


-~ 


eee) 


Entfirbungs- 


zeit Roéhre 


Min. Nr. 


> 189 
10 
10 
1l 
>180 
> 180 
> 180 
ll 
1l 


11 
12 
13 
14 
15 


17 





Tabelle XVI. 


Lt IO de eS DO ee 


Methyl- 
athylsuce. 
(Schmelz- 

punkt 
167°) 


sssssess 
te ee de PO DO DO 


Entfarbungs- 
zeit 


Min. 
10 


13 
13 





Methyl- | 


athylsuce. 

(Schmelz- 

punkt 
98°) 


wie i Berk aoe ie 


(15. April 1932.) 


Entfarbungs- - 
zeit Rohre 
Nr. 


Min. 





Methyl- 
ithylsuce. 
(Schmelz- 

punkt 
98°) 


Entfarbungs- 
zeit 


Min. 


16 
17 
16 
17 
17 
19 
20 


> 180 
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Ill. Zur Kenntnis der Spezifitit der Malico-Dehydrogenase. 


Schon aus meinen 1917 veréffentlichten Untersuchungen iiber die 
Dehydrogenasen der Muskulatur (2) ergab sich die Anwesenheit einer 
auf Apfelsiure eingestellten Dehydrogenase in der Muskulatur. Bei 
meinen Untersuchungen tiber Dehydrogenasen verschiedener Samen- 
arten fand ich bald, daB eine Malicodehydrogenase eines dér haufigsten 
Enzyme im Dehydrogenasesystem der Samen ist. 

Bei meinen bisherigen Untersuchungen tiber die Malicodehydro- 
genase habe ich teils die natiirliche 1-Apfelsiure verwendet, teils eine 
synthetische d, ]-Apfelsiure. Hierbei hatte ich Gelegenheit, zu beob- 
achten, da die 1-Apfelsiure sich als der bessere Wasserstoffdonator 
erwies. Da nun die inaktive Apfelsdure als eine Verbindung der beiden 
enantiomorphen Konfigurationen aufzufassen ist, lag der SchluB nahe, 
daB die d-Apfelsiure als Donatorsubstanz weniger wirksam ist als die 
natirliche linksdrehende Form. Man mu sogar an die Méglichkeit 
denken, daB die d-Apfelsiure ganz unwirksam ist. Hier wird iiber eine 
Untersuchung berichtet, die zur Lésung dieser Frage angestellt 
worden ist. 

Die von mir verwendete d-Apfelséure ist von Prof. Bror Holmberg an 
der Technischen Hochschule in Stockholm synthetisiert und mir zur Ver- 
fiigung gestellt worden. In bezug auf das Praparat hat dieser mitgeteilt, 
daB es durch Aufteilung von inaktiver Saéure mittels (— )-Phenaéthylamin 
dargestellt, sowie schlieBlich durch Fallung mit Benzol aus Acetonlésung 
gereinigt worden ist. Auch in gleicher Weise gereinigte ]-Apfelsiure hat 
mir Prof. Holmberg zur Vertiigung gestellt. In bezug auf das Drehungs- 
vermégen der Proben hat Prof. Holmberg mitgeteilt, da die 1-Apfelsiure 
in mit Ammoniak und Uranylnitrat versetzter Lésung (x)p 419° 
zeigt, sowie daB die d-Apfelsiure unter ganz gleichen Bedingungen + 419° 
zeigt. Es lag also, abgesehen vom Vorzeichen, vollstandige Uberein- 
stimmung im Drehungsvermégen vor. 


Ich habe das Verhalten der d- und |-Apfelsiure als Donator- 
substanz unter Verwendung einer Anzahl von Samen verglichen, von 
denen friiher bekannt war, daB sie eine stark wasserstoffaktivierende 
Wirkung bei Zusatz von |-Apfelsiure ausiiben. Samen  folgender 
Pflanzen sind zur Verwendung gelangt: Citrus aurantium dulce. (Apfel- 
sine), Corydalis nobilis, Cucumis sativa (Gurke), Poinciana regia und 
Sicyos angulata. 

Von den Apfelsiuren sind anfangs m/10 Lésungen zubereitet 
worden, indem 27 mg neutralisiert und auf 2ccm verdiinnt worden 
sind. Die Lésungen wurden so zubereitet, daB sie von Indikatoren und 
fiir den Indikator eventuell benutzten Lésungsmitteln, wie z. B. Alkohol, 
frei blieben. Durch Verdiinnung im Verhialtnis 1+ 4 bzw. 1 — 24 
wurden dann Lésungen der Starken m/50 und m/250 hergestellt. 
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Die zu den Versuchen verwendeten Malicodehydrogenaselésungen 
sind zubereitet worden, indem ein Teil von Schalen befreite Samen mit 
einer geeigneten Menge 0,87°%iger K,HPO,-Lésung versetzt wurde. 
Die Samensubstanz wird mit der Phosphatlésung gut verriihrt und 
unter anhaltendem Umriihren waihrend 30 Minuten extrahiert. Die so 
erhaltene Emulsion wird wihrend 20 Minuten stark zentrifugiert. Die 
Zentrifugenréhre wird dann in Eiswasser gestellt. Beim Arbeiten mit 
fettreichen Samen wird eine obere sahnenahnliche Schicht abgeschieden, 
die entfernt wird. Die iiber dem Bodensatz angesammelte mehr oder 
weniger opalisierende Lésung enthailt die wirksame Dehydrogenase. 
In dem hier in Frage stehenden Versuch wurde zur Darstellung des 
Enzymextraktes die fiinffache Gewichtsmenge Kaliumphosphatlésung 
verwendet; eine Ausnahme bildete der Citrusextrakt, der unter Ver- 
wendung der 15fachen Menge zubereitet wurde. Als Wasserstoff- 
akzeptor wurde eine Mb-Lésung der Starke 1 : 50000 verwendet. Der 
Entfarbungsverlauf wurde in einem Wasserbad von 35° studiert. 

Die Versuche sind unter Benutzung einer Serie von 14 Vakuum- 
réhren ausgefiihrt worden, von denen jedes mit 0,5 ccm Mb-Lésung, 
(0,2 baw. 0,4 ccm jeder der verschiedenen Verdiinnungen von Apfelsiure, 
0,5cem Samenextrakt sowie so viel Aqua dest. beschickt war, dab 
das Gesamtvolumen in jeder Réhre 1,4ccm betrug. Natiirlich war 
der Extrakt frisch zubereitet. Jede Réhre wurde erst unmittelbar vor 
dem Evakuieren und Einstellen ins Wasserbad mit Extrakt versetzt. 

In folgenden Tabellen sind die erhaltenen Entfairbungszeiten an- 
gegeben. 

Tabelle XVII. 


(13. Januar 1932.) Cucumis sativa. 





Mikrogramm Entfiirbungszeit in Min. Mikrogramm Entfarbungszeit in Min. 
Aptelsaure —_——— - Apfelsiure —_ — 
in jeder Rébre  d-Apfelsiure 1-Apfelsiure in jeder Réhre d-Apfelsiure 1l-Apfelsiure 





- 59 1080 48 
108 28 2700 48 
216 24 5400 46 
540 17 — 59 





Tabelle XVIII. 


(14. Januar 1932.) Sicyos angulata. 





Mikrogramm Entfirbungszeit in Min Mikrogramm Entfirbungszeit in Min. 


Apfelsiiure 


Apfelsiure - - ~ 
]-Apfelsiure | in jeder Réhre d-Apfelsiure 1-Apfelsiure 


in jeder Réhre  d-Apfelsture 


-- 43 42 1080 40 
108 44 25 2700 40 
216 42 18 5400 41 
540 42 10 - 42 
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Tabelle 


XIX. 


(15. Januar 1932.) Citrus aurantium dulce. 





Mikrogramm 
Apfelsiure —— —_—_—— 
in jeder Réhre d-Apfelsaure 


Entfarbungszeit in Min. 





1-Apfelsiure 


— 24 23 

108 20 18 

216 22 16 

540 22 12 
Tabelle 


(15. Januar 1932.) 


Mikrogramm 
Apfelsiure 
in jeder Robre d-Apfelsiure 1-Apfelsdure 


Entfirbungszeit in Min 





1080 22 10 

2700 25 8 

5400 29 7 

- 23 22 
XX. 


Poinciana regia. 





Mikrogramm 
Apfelsiure — - 
in jeder Réhre d-Apfelsdure 


Entfarbungszeit in Min. 


l-Apfelsiiure 


- 13 13 

108 11 12 

216 13 10 

540 13 9 
Tabelle 


(14. Februar 1932.) 


Mikrogramm 
Apfelsaure 
in jeder Rohre d-Apfelsdure 1-Apfelsiure 


Entfirbungszeit in Min. 





LOSO 13 6 
2700 14 5 
5400 4 4 
. 13 13 

XXI. 


Corydalis nobilis. 





Mikrogramm 
Apfelsaure 
in jeder Rihre d-Apfelsiure 


Entfarbungszeit in Min. 


1-Apfelsiure 


— 93 v1 
108 91 37 
216 89 31 
540 SY 11 


Mn, 
ooh 


as Cucumis sativa 


t + 
4s ee 


+~ a-Apfelsiure 
o~ ¢-Apfelsaure 








mg O5 3 27 9 


t 
- 


Mikrogramm 
Apfelsiiure 
in jeder Roéhre d-Apfelsiure 1-Apfelsiure 


Entfarbungszeit in Min 


LOSO so 

2700 g2 D 

5400 GY D 
91 





Corydalis nobilis 


Me ald 
90 - 


+-d-Apfelsdure 

















60 , > 
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Wie aus den Tabellen hervorgeht, besteht ein ausgesprochener 
Unterschied zwischen 1- und d-Apfelsiure. Wahrend die 1-Apfelsdure 
ein ausgepragter Wasserstoffdonator ist, ist das Vermégen der d-Apfel- 
siure, als Wasserstoffdonator zu fungieren, unsicher oder schwach. 


Der Unterschied zwischen den beiden Apfelsiuren geht deutlich 
aus den beiden beigefiigten Abbildungen hervor, welche die Ent- 
farbungszeiten in Extrakten aus Samen von Cucumis sativa bzw. 
Corydalis nobilis in ihrer Abhangigkeit von verschiedenen Mengen der 
beiden hier behandelten Formen der Apfelsiure graphisch darstellen. 
Wiahrend Extrakte beider dieser Samen ]-Apfelsiure kraftig aktivieren, 
scheint d-Apfelsiure fiir Corydalis gar nicht und fiir Cucumis recht 
wenig als Wasserstoffdonator eintreten kénnen. Ubrigens mu8 man 
immer, wenn der Entfarbungseffekt schwach ist, an Nebenreaktionen 
denken. 

Literatur. 

1) T. Thunberg, Zentralbl. f. Physiol. 31, 91, 1916. 2) Derselbe, 
Skand. Arch. f. Physiol. 35, 163, 1917. — 3) Derselbe, ebenda 40, 1, 1920. 

4) J. H. Quastel u. M.D. Whetham, Biochem. J. 18, 519, 1924. — 5) J. H. 
Quastel u. A. H. M. Wheatley, ebenda 25, 117, 1931. 
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Uber die Beschleunigung der Girung durch Hefepraparate 
durch Zusatz von Arseniat. 


Von 
Arthur Harden. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Lister Instituts, London.) 


(Eingegangen am 2. Januar 1933.) 


Nach einer von Meyerhof (1927)! ausgesprochenen Ansicht, die 
durch Versuche von Raymond (1925)? und Macfarlane (1930)8 gestiitzt 
wird, findet die Abspaltung von Phosphat aus Hexosediphosphat durch 
EKinwirkung von Hefepraparaten teilweise durch direkte Vergirung 
von Hexosediphosphat statt, wobei CO,, Alkohol und Phosphat ge- 
bildet werden: 

('sHO,(PO,R,). + 2H,O — 2CO, + 2C,H,O + 2R,HPO,. (1) 

Zweifellos wird jedoch ein anderer Teil des Hexosediphosphats 
durch die anwesende Hexosephosphatase hydrolysiert : 

(Hy »O,(PO,Ry), + 2H,O — CyHyO, + 2R,HPO,. (2) 

Bei Zusatz von Arseniat wird nach den Genannten die erste dieser 
beiden Reaktionen beschleunigt und nicht, wie von Harden und Young 
angenommen wurde, die zweite. Die genaue Wirkungsweise des Ar- 
seniats bei dieser Beschleunigung ist noch nicht geklart. Die neuere 
Angabe von Braunstein und Lewitow (1932) *, daB ein Teil des zugesetzten 
Arseniats vermutlich infolge Bildung eines organischen Komplexes 
durch Magnesiamischung nicht faillbar wird und daB dieser bei Be- 
handlung mit Sauren wieder als anorganisches Arseniat erscheint, 
hat die Vorstellung wieder aufleben lassen, da das Arseniat durch 
Bildung eines unstabilen Hexosearseniats wirkt, analog dem Hexose- 


' O. Meyerhof, diese Zeitschr. 183, 176, 1927. 

2 4A. L. Raymond, J. of biol. Chem. 79, 637, 1928. 

3 M.G. Macfarlane, Biochem. J. 24, 1051, 1930. 

4 4. E. Braunstein u. M. M. Lewitow, diese Zeitschr. 252, 36, 1932. 
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phosphat. Diese interessante Frage wird in der vorliegenden Abhandlung 
nicht diskutiert, es soll vielmehr dargelegt werden, daB die Me yerho{sche 
Ansicht, wonach die Wirkung des Arseniats in einer Beschleunigung 
der direkten Vergirung von Hexosephosphorsiure besteht, durch Er- 
scheinungen bestatigt wird, die man bei Zusatz von Arseniat zu einer 
mit Zymin in Girung versetzten Zuckerlésung beobachtet. 

Nach der alteren Ansicht von Harden und Young (daB Arseniat 
die Geschwindigkeit der Hydrolyse von Hexosediphosphat beschleunigt) 
wirde die maximale Girgeschwindigkeit vom Vorliegen der optimalen 
Phosphatkonzentration abhangen, gleichgiltig ob diese erreicht ware 
durch Zusatz von anorganischem Phosphat oder durch Abspaltung 
von Phosphat aus Hexosediphosphat unter dem Einflu8 von Arseniat. 
Die maximale Gargeschwindigkeit in Gegenwart von Arseniat sollte 
deshalb nicht die durch Zusatz einer geeigneten Phosphatkonzentration 
erreichbare iiberschreiten. Nach Meyerhofs Ansicht ist dies jedoch 
nicht der Fall. Eine Betrachtung der Gleichung (1) zeigt, daB der Zusatz 
von Arseniat eine gesteigerte Bildung von CO, und Alkohol bewirken 
kann, und zwar aus zwei Quellen: 

a) aus der direkten Vergiirung von Hexosediphosphat, wie die 
Gleichung angibt, 

b) dem Wiedereintritt von abgespaltenem Phosphat in das Substrat 
der allgemeinen Garungsgleichung, wodurch aquivalente Mengen von 
CO, und Alkohol entstehen und ein neuer Vorrat von Hexosediphosphat 
zur Zerlegung unter Arseniatwirkung geschaffen wird. (Da die Arseniat- 
wirkung fiir Hexosediphosphat spezifisch ist, wird eine gleichbleibende 
Gargeschwindigkeit nur so lange aufrechterhalten werden, als der 
Vorrat von Hexosediphosphat nicht unter ein gewisses Minimum sinkt. 
so daB bei weitgehender Umwandlung des Phosphats in Hexosemono- 
phosphat die Géargeschwindigkeit schnell absinkt.) Vorausgesetzt. 
daB das auf diese Weise abgespaltene Phosphat nicht mehr betragt, als 
das Praparat maximal zu esterifizieren vermag, sollten wir deshalh 
erwarten (wenn kein anderer Faktor stérend einwirkt), eine maximale 
Steigerung der Gargeschwindigkeit erreichen zu kénnen in Gegenwart 
von Arseniat und einer geeigneten Konzentration an Phosphat, gleich 
der halben Steigerung durch das Arseniat allein + der Steigerung 
durch die optimale Phosphatkonzentration. Dies wiirde von den rela- 
tiven Konzentrationen der an den beiden Reaktionen beteiligten Enzyme 
abhangen und von der Menge des angewandten Arseniats. 

Der Versuch zeigt, daB bei Verwendung von Zymin (Acetonhefe 
die Arseniat-geschwindigkeit bedeutend die Phosphat-geschwindigkeit 


libersteigt. So wurden in einer Reihe von vergleichbaren Versuchen 
die folgenden Resultate erhalten: 
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lg Zymin +-1g Fructose + leem m/10 (K,PO,),C,H,)0, (zur 
Aufhebung der Induktionsperiode) + 5 ccm Wasser wurden gemischt 
und wahrend 25 Minuten bei 30° bebriitet. Dann wurde 1 ecm m K,H PO, 
zur Herstellung einer hinreichenden Konzentration an Hexosediphosphat 
zugefiigt; nach 11/, Stunden, wo die Gargeschwindigkeit wieder normal 
geworden war (1,7 cem in 5 Minuten), wurden folgende Beobachtungen 
gemacht. 


Alle Zusitze erfolgten in einem Volumen von 2cem. Die fiir die 
Phosphatzugabe angefiihrten Werte sind die beobachteten Maximal- 
geschwindigkeiten, die fiir den Arseniatzusatz die Durchschnittswerte 
der ersten halben Stunde, waihrend deren keine Anderung in der Giir- 
geschwindigkeit erfolgte. 





Zusatz 
" m/10 Na, H AsO, oa K, HPO, Giargeschwindigkeit 
ecm eem ecm CQO, pro 5 Min. 
0 1,5 5,7 
0 1,0 6,6 
0 0,5 6,0 
0.1 0 4.4 
0,25 0 6,0 
05 0) 7,0 
1,0 0 9,2 


Die maximale Gargeschwindigkeit unter diesen Bedingungen war 
mit Phosphat allein ungefahr 6,6ccm in 5 Minuten. In Gegenwart 
von 0,5 cem m/10 Na, H AsO, wurde die gleichbleibende Giargeschwindig- 
keit von 7 ccm in 5 Minuten erreicht und in Gegenwart von 1 cem 
m/10 Na, HAsO, die von 9ccm, also eine gréBere als maximal mit 
Phosphat allein erzielbar. 

In Anwesenheit von Arseniat und Phosphat zusammen hatte man, 
wie bereits ausgefiihrt, eine Steigerung der Gargeschwindigkeit erwarten 
diirfen gleich der maximalen mit Phosphat allein + der halben Stei- 
gerung durch die direkte Arseniatwirkung. Dies wurde jedoch praktisch 
nicht verwirklicht, da der beobachtete Wert stets etwas niedriger lag 
als der berechnete. 


Die Versuche wurden wie oben ausgefiihrt. Zwei oder mehr 
Phosphatkonzentrationen wurden mit jeder Arseniatkonzentration 
gepriift, da man beriicksichtigen muB, daB in Gegenwart von Arseniat 
eine Erhéhung der Konzentration an anorganischem Phosphat statthat 
und der Zusatz einer weiteren Menge leicht eine teilweise Hemmung 
der Reaktion verursachen kann. Die anfingliche Gargeschwindigkeit 
betrug wie oben 1,7 cem in 5 Minuten. 
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Bei niedriger Arseniatkonzentration ist die Zunahme nur wenig 
héher als mit Phosphat allein (5,3 ccm gegeniiber 4,9 ccm), wahrend 
bei hoher Arseniatkonzentration die Zunahme nur wenig hoher ist 
als durch Arseniat allein. Der starkste Effekt zeigt sich bei 0,25 cem 
Arseniat, wo eine Zunahme von 6,3ccm mit 1,0 ccm m Phosphat 
erreicht wurde im Vergleich zu 4,9 cem mit Phosphat allein und 4,3 cem 
mit Arseniat allein. 

Diese Ergebnisse sprechen sehr fiir die Ansicht, daB Arseniat die 
direkte Vergirung von Hexosediphosphorsaure beschleunigt. Es scheint 
jedoch, da8 irgendein anderer Faktor stért, der bei gleichzeitigem 
Zusatz von Phosphat und Arseniat die Summation der von denselben 
‘Mengen bei getrennter Zugabe gezeigten Effekte verhindert. Dieser 
ist méglicherweise in ungeniigender Konzentration an Coenzym, 
Hemmung der Bildung von Hexosediphosphat oder einem anderen 
unbestimmten Umstand gelegen. 

Weitere Versuche iiber diese Fragen und unter Verwendung von 
Mazerationssaft sind im Gange. 
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y-Eisen-3-oxyd und y-Eisen-3-oxydhydrat. 


Von 


Oskar Baudisch. 


(Aus dem Chemischen Institut der Yale Universitat, New Haven, 
Conn., U.S. A.) 


(Eingegangen am 3. Januar 1933.) 


y-Eisen-3-oxyd, Fe,O,, das ist ferromagnetisches! Eisenoxyd, 
wurde schon im Jahre 1859 von J. Robbins® gefunden und spiter von 
F. Malaguti? und Liversidge* durch Oxydation von Eisen-2, 3-oxyd, 
Fe,0,, hergestellt. 


In neuerer Zeit hat S. Hilpert® das ferromagnetische Eisenoxyd genauer 
studiert und Angaben iiber den Zusammenhang zwischen Ferromagnetismus 
und chemischer Konstitution gemacht. 

Ein neuer Schritt in der Entwicklung der Frage iiber das ferromagneti- 
sche Eisenoxyd wurde von Welo und dem Verfasser® gemacht, als sie rént- 
genographisch fanden, daB das durch Oxydation von Magnetit, Fe,O,. 
bei etwa 300° hergestellte ferromagnetische Fe,O, ein regulires Gitter er- 
gibt. Da beim Erhitzen auf héhere Temperaturen (400 bis 500°) das Gitter 
umklappt und gleichzeitig der Ferromagnetismus verloren geht, schlossen 
sie daraus, daB der Ferromagnetismus mit der Gitterstruktur verkniipft ist. 
Beim Erhitzen bildet sich aus der relativ unstabilen kubischen Anordnung 
eine rhomboedrische, d. i. die typische Hamatitstruktur. Welche Beziehungen 
bestanden nun zwischen der Struktur des Magnetits und der des ferro- 
magnetischen Eisenoxyds ? Wie Welo und ich weiter fanden, ist bei beiden 
die Kantenlange des Elementarwiirfels 8,4 A. Der Elementarkérper ent- 
halt 8 Molekiile, so da®B Fe,O, gleich Fe.,0,. geschrieben werden muB. 

Nach der Oxydation des Magnetits gelangten wir dementsprechend 
zu einer Verbindung Fe,,0.,. Es ist schwer, die Lage von vier Sauerstoft- 
atomen neben 24 Fe und 320 zu bestimmen, und die Frage iiber ihre 
Lagerung ist noch offen. 


') Ferromagnetisch zum Unterschied von paramagnetisch. Anstatt 
paramagnetisch gebrauchen wir hier unmagnetisch. 

2 Chem. News I, 8. 11, 1859. 

% Ann. Chim. Phys. [5] 69, 1863. 

4 Trans. Aust. Assoc. Hobart Meeting 1892. 

5 Ber. 42, 2254, 1909; Zeitschr. f. phys. Chem. (B) 18, 291, 1932. 
6 J. of biol. Chem. 64, 3, 1925; Phil. Mag. [6] 50, 399, 1925. 
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In letzter Zeit hat J. Thewlis interessante Studien diesbeziiglich aus 
gefiihrt. Er kommt zu folgender Erklarung: ,,Die Position von 16 + 8 Fe 
und 320 ist dieselbe wie beim Magnetit. Die Eisenatome, welche im 
Magnetit von 40 umgeben sind, erhalten noch einen fiinften néachsten 
Nachbar, das bedeutet einen Ubergang zur allgemein vorhandenen Ko- 
ordinationszah!| in rhomboedrischen a-Fe,0,. Nach Thewlis vermittelt 
somit die Struktur des y-Fe,O, zwischen der Struktur von Magnetit, Fe,O,, 
und von Hamatit, «-Fe,Ox,. 


Seit Erscheinen der ersten Arbeiten von Baudisch und Welo hat 
eine rege Arbeit eingesetzt, und das ferromagnetische y-Fe,O3, das von 
uns auch als ,,aktives Kisenoxyd‘ bezeichnet wurde, ist von einer 
Anzahl Forschern nach verschiedensten Richtungen untersucht worden!. 
Trotz der groBen geleisteten Arbeit ist heute noch die Frage iiber dic 
Struktur des ferromagnetischen Eisenoxyds strittig, und indem wir 
uns bemiuhten, weitere Aufklirung zu bringen, versuchten wir zunichst 
chemisch reine y-Hydrate und y-Oxyde herzustellen. 

Ein weiterer Schritt in der Entwicklung des Problems wurde getan, 
als es gelang, chemisch reines y-Eisen-3-oxydhydrat, welches beim 
Entwissern ferromagnetisches Oxyd gibt, herzustellen?. 


Nach den Untersuchungen von Béhm’ und besonders von Albrecht4 sind 
die Linien des y-Hydrats im Réntgenspektrum von denen des «-Hydrats 
verschieden. Wie bereits erwahnt, besitzt das y-Hydrat die interessante 
Kigenschaft, einfach durch Entwassern in y-Oxyd, d. h. in ferromagnetisches 
Fe,O, iiberzugehen. «-Eisen-3-oxydhydrat gibt beim Entwassern einfach 
unmagnetischen Hamatit («-Fe,O0,). Obwohl diese Tatsachen schon vorher 
bei den natiirlichen Hydraten, Lepidokrokit und Goethit, gefunden wurden, 
schrieb man den Ferromagnetismus der durch Entwissern der Hydrate 
gebildeten Oxyde den Verunreinigungen. hauptsachlich der Anwesenheit 
von Mangan, zu®. Albrecht* untersuchte die natiirlichen und synthetischen 
y-Hydrate auf ihren Magnetismus und fand, daB sie unmagnetisch sind 
bzw. nur Paramagnetismus besitzen, der vollkommen dem Paramagnetismus 
des «-Hydrats gleicht. Von den Oxydhydraten unterscheiden sich jedoch 
die hydratisierten Magnetite, welche in diesem Zustand fast gleich stark 
magnetisch sind wie nach der Entwasserung. 

Um den Mechanismus der Entwasserung von unmagnetischem y-Hydrat 
und die Bildung von ferromagnetischem Oxyd kennenzulernen, war es 
nétig, chemisch reine y-Hydrate zu synthetisieren. Fremde Elektrolyte 
muBten vor allem ausgeschaltet werden, da sie auch in ganz geringen Mengen 


1 R. B. Sosmanu. E. Possniak, J. Acad. Sci. Washington 15, 329, 1925; 
Bohm, Zeitschr. f. Krist. 68, 570, 1928; Frebold u. Hesemann, Centralbl. f. 
Min. (A) 1926, 8S. 316; J. Huggett, G. Chaudron, C. r. 186, 1617, 1928: 
LL. H. Twenthofel, Eccnom. Geol. 22, 180, 1927; E. F. Herroun, B. Wilson, 
Pr. phys. Soc. 41, 106, 1928; H. Sachse u. R. Haase, Zeitschr. f. phys. 
Chem. (A) 148, 401, 1930; S. Hilpert u. A. Wille, ebenda (B) 18, 291, 1932. 

2 Diese Zeitschr. 232, 35, 1931; J. Am. Chem. Soc. 54, 943, 1929. 

3 J. Bohm, Zeitschr. f. Krist. 68, 561, 1928. 

4 W.H. Albrecht, B. 62, 1475, 1929. 

° E.F. Herroun, E. Wilson, Pr. phys. Soc. 33, 203, 1921. 








aus 
8 Fe 
» im 
sten 
Ko- 
ttelt 
304, 


hat 
von 
iner 
en!, 
die 
wir 
chst 


tan, 
eim 


sind 
rats 
inte 
thes 
ach 
"her 
len, 
rate 
heit 
hen 
ind 
nus 
och 
ark 


rat 

es 
vte 
ven 


7. 


aww, 


on, 
ys. 
32. 


2y. 





y-Eisen-3-oxyd und y-Eisen-3-oxydlhiydrat. 71 


die Bildung des Kristallgitters und dadurch aueh den Magnetismus be- 
einflussen konnten 

Zur Unterscheidung von y- und a-Hydrat besa man somit 
zwei Indikatoren, namlich Réntgenspektrographie und magnetische 
Messungen, die eine scharfe Unterscheidung erméglichten. In dieser 
Arbeit begniigen wir uns mit den Angaben ferromagnetisch und un- 
magnetisch, wobei wir als ferromagnetisch jene Verbindungen bezeichnen 
wollen, welche von einem kauflichen Hufeisenmagnet, ahnlich Eisen- 
pulver, angezogen werden. 

Baudisch und Albrecht! haben bereits in einer Arbeit iiber 7-Eisen- 
3-oxydhydrat mitgeteilt, da Ferro-chlorid-, -bromid- oder -jodidlésungen 
vor allem geeignet sind, die y-Verbindung zu erhalten. Ferro-carbonate, 
-sulfate, -nitrate bzw. -fluoride eignen sich schlecht oder gar nicht dazu. 
Beim Ferrochlorid wurde ferner von Albrecht und mir die Beobachtung 
gemacht, daB betrachtliche Mengen y-Hydrat neben «-Hydrat bei jenen 
Temperaturen entstehen, bei denen man in der Ferrochloridlésung eine 
bevorzugte Autokomplexbildung annehmen durfte. Bereits in der Arbeit 
mit Albrecht und ebenso in der vorliegenden Abhandlung verwandten wir 
nur das reinste Eisen, welches aus Eisenpentacarbonyl dargestellt wurde ®. 
Es enthalt auBer sehr geringen Mengen Kohlenstoff keine Verunreinigungen. 

Im folgenden wird nun ausfihrlicher iiber meine neue Methode 
der Darstellung von y-Hydrat aus Ferrochloridlésungen mit Pyridin 
berichtet werden. Durch die Anwendung von reinstem Pyridin ver- 
meidet man die Verunreinigung mit fremden Elektrolyten, welche bei 
Verwendung von Alkalien oder Calciumhydrat fast unvermeidlich ist. 
Es ist bekannt, daB die wahrend der Keimbildung anwesenden Ver- 
unreinigungen unter Umstinden das Gitter auBerordentlich beein- 
flussen und die Kristallisation stéren. Ausgehend von reinstem Eisen, 
gelést in reiner Salzsiure, und infolge der Fallung mit Merekschem 
Pyridin diirfen wir somit ein chemisch reines y-Hydrat erwarten, dessen 
Gittereigenschaften und dessen magnetisches Verhalten von uns naiher 
studiert werden wird. 

Die Frage, ob auch ahnlich wie beim y-Oxyd beim y-Hydrat die 
besonderen physikalischen und biologischen Eigenschaften von der 
Gitterstruktur abhingen, war das Problem, das uns hier am meisten 
interessiert. Beim y-Oxyd haben wir anfangs ausgefiihrt, dal die Gitter- 
struktur die gréBte Rolle bei der Beurteilung des Ferromagnetismus 
spielt und daB man durch das genaue Studium der Roéntgenspektra 
einen Einblick in den Zusammenhang zu gewinnen sucht. Beim y-Hydrat 
sind wir diesbeziiglich heute noch vollkommen im Dunkeln, und somit 
schien es uns wiinschenswert herauszufinden, ob auch hier Zusammen- 


1 J. Am. Chem. Soc. 54, 943, 1929. 
2 Fir die Uberlassung von Carbonyleisen spreche ich der 1. G. Farben- 
industrie meinen besten Dank aus. 
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hinge zwischen Magnetitstruktur und Ferromagnetismus_ bestanden. 
Man darf vielleicht das y-H,O.Fe,O, als die Stammsubstanz der 
Spinelle ansehen, worauf schon Hilpert aufmerksam machte’. 


Wir fanden, daB man je nach den Fallungsbedingungen mit der 
Pyridinmethode ein ,,amorphes‘‘ Hydrat oder ein y-Hydrat erhalten 
kann. Durch Erhitzen unter Wasser 14Bt sich das ,,amorphe‘‘ zum 
y-Hydrat altern, und durch langeres Erhitzen geht das y-Hydrat in 
das stabile «-Hydrat iiber. Wir ersehen aus diesen Versuchen den 
labilen Charakter dieser reinen Hydrate, die sich bei relativ niedrigen 
Temperaturen ineinander umwandeln _ lassen. Das _ sogenannte 
,amorphe Hydrat gibt so gut wie keine oder nur ganz unscharfe 
Linien im Réntgenspektrum. Dagegen gibt das y-Hydrat die charak- 
teristischen Lepidokrokitlinien und wird beim Entwassern stark ferro- 
magnetisch (Fe,O;); das «-Hydrat zeigt die Linien des Goethits und 
gibt beim Entwassern Hamatit («-Fe,Qs). 


Nimmt man als Ausgangsmaterial fiir die Pyridinfaillung anstatt 
der Ferrochlorid- eine reine Ferrichloridlésung?, so erhalt man ein rotes 
Hydrat, welches beim Entwissern ein unmagnetisches «-Oxyd ergibt. 
Die Farbe der Hydrate hat scheinbar nichts mit ihrer atomaren Kon- 
stitution zu tun. Man kann je nach den Fallungsbedingungen aus 
Ferrochlorid mit Pyridin ockergelb bis rotorange gefarbte y-Hydrate 
erhalten, die alle beim Entwassern hellrote bis dunkelrotbraune y-Oxyde 
liefern. Aus den Untersuchungen ist aber zu ersehen, daB die Magnetit- 
struktur und die gute Ausbildung der submikroskopischen Kristallchen 
des gefillten Hydrats fiir die besondere Eigenschaft maBgebend ist, 
beim Entwassern ein ferromagnetisches Oxyd zu liefern. Weder das 
amorphe noch das rote aus Ferrichloridlésungen gefallte «-Hydrat 
geben beim Entwissern ein ferromagnetisches Oxyd. Wie bereits 
erwaihnt, erwarteten wir bei unseren neuen, reinen Hydraten eine 
besonders labile Gitterstruktur, und zwar in erster Linie als Folge der 
Abwesenheit von fremden Elektrolyten. Es machen sich in der Tat 
auch bei unseren neuen y-Oxyden Eigenschaften bemerkbar, welche auf 
ein relativ labiles Gitter schlieBen lassen. 

In der Literatur findet man die verschiedensten Methoden zur 
Darstellung von y-Oxyden. Bei allen bisher bekanntgewordenen syn- 
thetischen und natiirlichen y-Hydraten ist eine bestimmte Temperatur 
nétig, um sie zu entwassern und «-Oxyd zu bilden. Diese Tempe- 
ratur schwankt stark mit der Art der Darstellung und ist bei natiir- 


1 S. Hilpert u. A. Wille, Zeitschr. f. phys. Chem. (B) 18, 291, 1932. 

2 Zum Zwecke der Herstellung einer chemisch reinen Ferrichlorid- 
lésung wurde das nach der Pyridinmethode hergestellte y-Hydrat in ver- 
diinnter reiner Salzsaure gelést. 
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lichen Hydraten besonders hoch. Weit héher als die Entwiasserungs- 
temperatur liegt jedoch die Temperatur, welche zum unmagnetischen 
z-Oxyd fiihrt. Bei unseren neuen, mit der Pyridinmethode hergestellten 
Hydraten liegt die Entwasserungstemperatur bei 250 bis 270°. Durch 
kurzes Erhitzen auf diese Temperatur erhalt man aus y-Hydrat stark 
ferromagnetisches y-Oxyd. Halt man jedoch das y-Oxyd auf dieser 
Temperatur (250 bis 270°) fiir 12 bis 24 Stunden, dann altert das y-Oxyd 
zum a-Oxyd und verliert nach und nach seinen Ferromagnetismus'. 


Welo und Baudisch? haben anfangs das ferromagnetische Oxyd 
durch Oxydation von Magnetit hergestellt, der nach der Lefortschen 
Methode aus Ferro-Ferri-sulfat plus kochender Natronlauge erzeugt 
wurde. Dieses so hergestellte ferromagnetische Eisenoxyd enthalt 
noch verschiedene Verunreinigungen, es gibt jedoch alle charak- 
teristischen Eigenschaften eines y-Eisen-3-oxyds, nicht nur was seine 
physikalischen und chemischen, sondern auch was seine biologischen 
Eigenschaften anbelangt. Die Auer-Ges.? in Berlin erzeugt ferro- 
magnetisches Eisenoxyd im GroBen und bringt es unter dem Namen 
, siderac’*‘ in den Handel. Es herrscht heute schon eine ausgedehnte 
Literatur iiber dieses Priparat, das Bickel* auf Grund der Untersuchungen 
von Webster und Baudisch® in die Biologie eingefiihrt hat und dessen 
biologische Bedeutung heute als erwiesen angesehen werden darf®. 

Das urspriingliche Welo- Baudischsche ferromagnetische Eisenoxyd 
und das nach der neuen Methode vom Verfasser hergestellte gleichen 
sich, was Réntgenspektrum und Ferromagnetismus anbelangt, voll- 
kommen. Die feineren Struktureigenschaften dieser y-Oxyde werden 
von uns gegenwartig bearbeitet, und es wird spater dariiber berichtet 
werden. 

1 H. Sachse u. R. Haase (Zeitschr. f. phys. Chem. 148, 401, 1930) 
haben bei gealtertem ferromagnetischem Eisenoxyd eine erhebliche Zunahme 
der Umwandlungsgeschwindigkeit gefunden. Nach thren Befunden ist 
y-Fe,O, bei allen Temperaturen instabil und erfahrt auch bei Zimmer- 
temperatur eine langsame Umwandlung. 

? Naturw. 16, 542, 1928. 

3 Der Auer-Ges. bin ich fiir Uberlassung von ,,Siderac‘* zu Dank 
verpflichtet. 

4 Kine Literaturzusammenfassung iiber Arbeiten mit .,Siderac** ist in 
der Festschrift von Prof. Dr. Emil Biirgi, Bern 1932, zu finden, und zwar 
in der Arbeit von A. Bickel; ,,Uber die Beeinflussung des allgemeinen 
K6rperstoffwechsels durch enterale Eisen- und Kupferzufuhr und iiber den 
EinfluB der Nahrungszusammensetzung auf den Oxydationsquotienten des 
Harns.* Siehe auch Sadafumi Oda, Zeitschr. f. exper. Med. 84, 719, 1932. 

5 J. of exper. Med. 42, 473, 1925. 

6 Yon besonderem biologischem Interesse ist das kolloidale ferro- 
magnetische Eisen-3-oxyd. Siehe O. Baudisch u. Werner H. Albrecht, 
Naturw. 20, 639, 1932. 
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Experimenteller Teil. 


Eine genaue Vorschrift fiir die Darstellung des y-Hydrats mit der 
Pyridinmethode wurde bereits in der Arbeit mit Albrecht! mitgeteilt. Im 
folgenden werden weitere Beobachtungen iiber diese neue Fallungsmethode 
beschrieben werden. 

Gibt man zu einer aus Carbonyleisen plus Salzsaure frisch hergestellten 
und mit Wasser verdiinnten, kongoneutralen Ferrochloridlésung Pyridin 
im UberschuB, so fallt zundchst ein dunkelgrasgriiner Niederschlag aus, 
der sich durch kraftiges Einleiten von Sauerstoff im Laufe von 5. bis 
10 Minuten in ein orangegelbes y-Hydrat umwandelt, welches nach dem 
Absaugen und Auswaschen keine Spur Ferroeisen enthilt 

Verfaihrt man in genau der gleichen Weise, nur mit der Anderung, dali 
der grasgriine Niederschlag im Gemisch iiber Nacht stehen bleibt und erst 
am naéchsten Morgen mit Sauerstoff zum Hydrat oxydiert wird, dann 
gibt das orangegelbe Hydrat beim Entwassern nur ein unmagnetisches 
Kisenoxyd. Daraus ist zu ersehen, daB eine rasche Oxydation des Pyridin- 
niederschlags erforderlich ist, um y-Hydrat-Kristallchen zu erhalten. 


Versuche wiber Autoxydation von Ferrochloridlisungen mit und ohne Pyridin. 


LaBt man eine kongoneutrale, mit Wasser um das halbe Volumen 
verdiinnte Ferrochloridlésung an der Luft stehen, so hat sich bereits nach 
einigen Tagen gelbes Hydrat ausgeschieden. Das abgesaugte Hydrat wurde 
griindlich mit Wasser gewaschen, bis das Filtrat keine Chlorreaktion mehr 
gab. Trotzdem entweicht beim Entwissern des Hydrats bei 270° Salz- 
siure, und es entsteht ein unmagnetisches Oxyd. Wird jedoch zu der 
obigen Ferrochloridlésung Pyridin im UberschuB gegeben, so erfolgt die 
Autoxydation und Bildung des Hydrats viel rascher und reichlicher. Das 
ausgewaschene Hydrat ist braiunlichgelb gefarbt und gibt beim Entwassern 
ein stark ferromagnetisches y-Fe,O,. Weder das braunlichgelbe Hydrat, 
noch das rote Oxyd enthalten auch nur Spuren Ferroeisen. 


Fdllung und Oxydation von frisch hergesteilten FeCly-Losungen mit Pyridin 
und von solchen, welche mit Pyridin ldngere Zeit gestanden haben. 


Kine frisch hergestellte, mit Pyridin versetzte FeCl,-Lésung zeigt stets 
primar die dunkelgrasgriine Fallung, wihrend aus einer an der Luft ge- 
standenen, mit Pyridin versetzten Lésung mit O, direkt ein orangegelbes 
Hydrat ausfallt. Die Vermutung lag nahe, da durch Pyridin die Auto- 
komplexbildung des Ferrochlorids begiinstigt wird und man deshalb bei 
der Oxydation eine gréBere Ausbeute von y-Hydrat erwarten kénnte, 
wenn die y-Hydratbildung von einer Komplexbildung abhiangig ist. Die 
Annahme hat sich bestatigt, wie folgender Versuch zeigt. 

Es wurden je eine frische Ferrochloridlésung und eine mit Pyridin 
10 Tage gestandene lurch Verdiinnung mit Wasser auf das gleiche spezi- 
fische Gewicht (1,032) gebracht und ie 1 Liter dieser klaren Lésungen 
unter Zugabe von je 30 cem Merckschem Pyridin durch Einleiten eines 
kraftigen Sauerstoffstromes oxydiert. In beiden Kolben ist der gebildete 
Niederschlag in etwa 5 Minuten orangegelb. Es wird noch wiahrend 5 Stunden 
Sauerstoff langsam hindurchgeleitet und hierauf die filtrierten Nieder- 
schlage griindlich gewaschen. Beide Fallungen sind frei von Ferrogisen 


1 J. Am. Chem. Soc. 54, 943, 1929. 
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und unmagnetisch. Aus der frischen Ferrochloridlésung erhielten wir 11 g 
Hydrat, waibrend aus der,mit Pyridin gestandenen 2) g gewonnen wurden. 
Beim Entwassern bei 270° gaben beide stark ferroniagnetische Oxyde. 
was zu erwarten war. Man kann auch aus den Mutterlaugen durch weitere 
Zugabe von Pyridin und Oxydation mehr reines y-Hydrat gewinnen. 


Versuche, bei welchen sowohl y- als auch ,,amorphes*' H ydrat gewonnen wurden. 
’ 7 I { { 


Reines Carbonyleisen (Kohlenstoffgehalt geringer als 0,001°.,) wurde 
in reiner konzentrierter Salzsiure gelést, das tiberschiissige Eisen in einer 
Glasfritternutsche abfiltriert und die Flare, kongoneutrale, griime Lésung 
durch Verdiinnen mit destilliertem Wasser auf ein spezifisches Gewicht 
von 1,080 gebracht. 3 Liter dieser Lésung wurden in einem Rundkolben 
mit 100cem Merckschem Pyridin versetzt, worauf sofort ein dunkelgras- 
griiner Niederschlag ausfiel. Durch kraftiges Einleiten von O, wird der 
Niederschlag im Laufe von etwa 10 Minuten orangegelb gefarbt. Das 
Ganze wird nun noch mit 2 Liter Wasser versetzt und iiber Nacht weiter 
Sauerstoff in langsamem Strom hindurchgeleitet. Aus dem Gemisch wurden 
20 g reines y-Hydrat gewonnen (Filtrat F). 

Das griingefirbte Filtrat F wird mit 50cem Pyridin versetzt und 
Sauerstoff eingeleitet. ks fallt ein ockergelber Niederschlag aus. Das 
Ganze wird noch 48 Stunden am Wasserbad erhitzt. Nach dem Filtrieren 
erhaélt man ein ockergelbes, ,,amorphes** Hydrat, das beim Entwiassern 
bei 270° ein unmagnetisches Oxyd gibt. Ausbeute 23g (Filtrat F). 

Das Filtrat 7, wurde abermals mit 50cem Pyridin versetzt und O, 
bei Wasserbadtemperatur hindurchgeleitet. Das abgeschiedene ockergelbe 
Hydrat (26g) gibt beim Entwassern wieder nur ein unmagnetisches Oxyd 
(Filtrat F,). 

Auch dieses Filtrat F, gibt mit mehr Pyridin unter Durchleiten von 
Sauerstoff am Wasserbad ein .,amorphes‘* Hydrat (Ausbeute 20 g). 

Die aus FeCl,-Lésungen durch Oxydation mit Sauerstoff gefillten 
Hydrate sind leicht filtrierbar, besonders die reinen y-Hydrate, die vom 
Anfang des Filtrierens ein klares Filtrat ergeben. 


Versuche mit FeCl,-Lésungen plus Pyridin. 


Fallt man eine reine Ferrichloridlésung mit Pyridin, dann erhalt man 
eine schleimige, rot gefarbte Fallung, die durch alle Filter lauft. Durch 
Dekantieren mit groBen Mengen Wasser und Trocknen mit Aceton erhalt 
man den Niederschlag trotzdem nicht frei von Pyridin und Salzséure, 
und beim Entwiissern des Hydrats bei 270° entweichen stets geringe Mengen 
Salzsiure und Pyridin. Erwirmt man jedoch das rote Hydrat unter Wasser 
fiir 2 Tage am Wasserbad, dann wird es filtrierbar und ist frei von Pyridin 
und Salzsiure. Beim Entwissern bei 270° erhalt man ein unmagnetisches 
x-Oxyd. Durch das Erhitzen unter Wasser ist zweifellos ein Alterungs- 
prozeB erfolgt, ahnlich wie vorher beim y-Hydrat mitgeteilt wurde. Die 
aus Ferrichloridlésungen mit Pyridin abgeschiedenen roten Hydrate sind 
somit von den aus Ferrochloridlésungen und darauffolgender Oxydation 
gebildeten Niederschligen vollkommen verschieden, was sich in erster 
Linie durch réntgenographische Aufnahmen und durch magnetische Mes- 
sungen nachweisen ]aBt. 
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Uber Farbenainderungen der Pilze an der Luft. 


Untersuchungen iiber Boletus strobilaceus Scop. 


Von 


Gabriel Bertrand. 
(Aus dem Institut Pasteur, Paris.) 


(Eingegangen am 3. Januar 1933.) 


Eine groBe Zahl von Pilzen zeigt, wenn man sie an der Luft zer- 
schneidet oder zerbricht, eine Farbenainderung, oft sogar eine doppelte 
Farbeninderung. Dies ist beispielsweise der Fall bei mehreren Lepiota- 
Arten (L. haematosperma Bull., LZ. nympharum Kalch., vor allem 
L. Georginae W. G. Sm.), weiter bei Tricholoma-Arten (7'. Boudieri 
Barla, 7. colossum Fr. usw.) und bei Psalliota haemorrhoidaria Fr., 
welche mehr oder weniger schnell rot werden. Viele Boletus-Arten 
(B. cyanescens B., B. luridus Sch., B. pachypus Fr., B. satanas Lenzusw.) 
werden unter denselben Verhaltnissen zuerst griin, dann blau. Die 
Russula nigricans B. wird zuerst rot, die Farbe andert sich dann in 
schwarz; in derselben Weise verhalt sich Boletus strobilaceus Scop. 
Nach Auffindung der Oxydasen (1), vor allem der Entdeckung der 
Laccase und der Tyrosinase in den Pilzen (2), ist es mir gelungen, die 
Farbenanderungen zu erklaren, die einerseits die genannten Boletus- 
Arten, andererseits Russula nigricans zeigen. 

Die Chromogenese der an der Luft blauwerdenden Boletus-Arten 
ist bedingt durch die Anwesenheit der Laccase und des Boletols. Aus 
gewissen, sich blau farbenden Boletus-Arten und sogar aus einigen, die 
nicht blau werden, sondern die gelbe Farbung des Fleisches behalten, 
habe ich eine kristallisierte Substanz isolieren kénnen, die die Kigen- 
schaften eines Phenols zeigt. Die Substanz hat rotorange Farbe und 
ist in Wasser, Alkohol und Ather sowie in Fetten léslich. Die Farbe- 
kraft dieser Substanz, die ich Boletol genannt habe (3), ist sehr grof. 
Die Farbe geht bei der Verdiinnung von rotorange nach gelb. Dies 
erklart, warum gewisse Boletus-Arten, die nur sehr wenig Farbstoff ent- 
halten, dennoch eine gelbe Farbe zeigen. Wenn eine Boletusart gleich- 
zeitig Boletol und Laccase enthalt, wie es der Fall bei denen ist, die 
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an der Luft blau werden, so findet unter Vermittlung der Laccase Auf- 
nahme von molekularem Sauerstoff statt, und das aus dem Boletol 
dabei entstehende Boletochinon gibt mit in dem Pilzsaft vorhandenen 
Metallionen salzartige Verbindungen von prachtvoll blauer Farbe. Man 
versteht leicht, daB diese blaue Farbe, mit der gelben des Boletols 
gemischt, einen griinen Farbton erzeugen kann; erst spaiter, wenn die 
Oxydation des Boletols genug fortgeschritten ist, nimmt die blaue 
Farbe der Metallkinonverbindung iiberhand. Bei gewissen Boletusarten 
kommt neben viel Boletol nur wenig Laccase vor: bei diesen bleibt die 
gelbe Farbe des Fleisches an der Luft bestehen. Reibt man das 
Fleisch solcher Pilze mit einem Stiick von einem an Laccase reichen 
Pilze, wie die meisten Lactaria- und besonders Russula-Arten es sind, 
so erscheint zuerst die griine, dann die blaue Farbe. Jn vitro kann man 
die doppelte Farbenanderung demonstrieren, indem man eine aus dem 
Latex des Lackbaumes erhaltene Laccaselisung auf eine wisserige 
Losung von Boletol in Anwesenheit von kleinen Mengen von léslichen 
Calcium-, Magnesium- oder Kaliumsalzen einwirken laBt. In Ab- 
wesenheit von Metallsalzen ist die Lésung des Boletokinons schwach 
rosafarbig. 

Die Chromogenese der Russula nigricans an der Luft beruht auf 
einem ganz anderen Vorgang. Es handelt sich hier zwar auch um 
eine Oxydasewirkung, aber statt des Boletols kommt hier Tyrosin vor, 
und, da das Tyrosin von der Laccase nicht angegriffen wird, so spielt 
hier die Tyrosinase die entsprechende Rolle (4). Dem oben erwahnten 
vollig entsprechend kann man eine farblose Tyrosinlésung in eine 
zuerst kirschrote, dann tintenschwarze Lésung verwandeln, indem man 
Tyrosinase zugibt, die aus Pilzen (5) oder aus anderen Materialien, 
wie Dahliaknollen (6), Riibenwurzeln (7) oder Weizenkleie (8) gewonnen 
werden kann. 

Bei meinen ersten Untersuchungen von Boletus strobilaceus, dessen 
Fleisch sich an der Luft ganz in derselben Weise fairbt wie das der 
Russula nigricans, habe ich gedacht, daB es sich auch hier um eine 
Einwirkung der Tyrosinase auf Tyrosin handle. Bald aber fand ich, 
daB die Verhaltnisse ganz anders liegen. Aus dem Boletus konnte 
kein Tyrosin gewonnen werden, aber statt dessen eine in Wasser einiger- 
mafen lésliche, in Alkohol wenig lésliche, in Ather unlésliche Substanz. 
Aus dem Boletus konnte kein Tyrosin gewonnen werden, aber statt 
dessen eine in Wasser einigermaBen, in Alkohol wenig lésliche, in 
Ather unlésliche und leicht kristallisierende Substanz. Ich habe die 
Absicht, diese Substanz —— sie sei Strobilomycol genannt -- naher zu 
untersuchen, sobald ich im Besitz gréBerer Mengen derselben sein 
werde. Eine wasserige Lésung der Substanz gibt mit verdiinnter 
Eisenchloridlésung eine griine Fairbung wie Brenzcatechin. Im Gegen- 
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satz zu Tyrosin wird die Substanz angegriffen, und zwar sehr leicht 
durch die Laccase. Die Lésungen geben dabei die rote und schwarze 
Farbung, die der bei Russula nigricans tiuschend ahnlich ist. 

Diese Beobachtung zeigt nicht nur, daB der Mechanismus der Farb- 


sein kann, sondern auch, da man bei der Untersuchung dieser Ver- 
hiltnisse sich nicht durch die scheinbare Ahnlichkeit zweier Faille 
irrefiihren lassen darf, wobei leicht Stoffe und Reaktionen unbeachtet 
bleiben kénnen, die fiir die Deutung des ganzen Phainomens wesentlich 
sein kénnen. 

Das oxydative Farbenspiel in den erwahnten Fallen laBt gut und 
leicht das Vorkommen von vegetabilischen Oxydoreduktionssystemen 
erkennen, die von gro$er physiologischer Bedeutung sind. 


Literatur. 


1) G. Bertrand, C. R. Ac. Se. 118, 1215, 1894; 120, 266, 1895; Confér. 
Soc. chim. Paris, Dezember 1896, publ. 1903, S. 193; Ann. Chim. Phys. 
7. Ser., 22, 115, 1897. — 2) C. R. Ac. Se. 128, 463, 1896; Bull. Soc. chim. 
3. Ser., 15, 1218, 1896. 3) C. R. Ac. Se. 183, 1233, 1901; 134, 124, 1902; 
Bull. Soe. chim. 3. Ser , 27, 454, 1902.'— 4) C. R. Ac. Se. 122, 1215, 1896; 
Bull. Soc. chim. 3. Ser., 15, 791, 1896; 4. Ser., 3, 335, 1908. — 5) le. 

6) C. R. Ac. Se. 122, 1215, 1896; Bull. Soe. chim. 3. Ser., 15, 793, 1896. - 
7) Bull. Ass. Chim. 14, 19, 1896. 8) G. Bertrand u. W. Muttermilch, C. R. 
Ac. Se. 144, 1285, 1444, 1907; Bull. Soc. chim. 4. Ser., 1, 837, 1048, 1907. 
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Uber synthetische Nucleoproteide. 


XVI. Teil der Untersuchungen iiber die Bindung der Biokolloide. 
Von 
St. J. von Przyiecki. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 
(Eingegangen am 3. Januar 1933.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Nucleoproteide sind in verschiedenen Zeiten der Forschung ver- 
schieden definiert worden. 

Sie sollen Verbindungen zwischen EiweiBkérpern und Nuclein- 
siuren sein, deren P-Gehalt zwischen 0,18 und 10° variiert. 

Die Nucleine wurden als Verbindungen zwischen N.S. (Nuclein- 
siure) und basischen E. angenommen. 

AuBer dieser Klasse der Nucleoproteide, deren N/P gut definiert 
wurde, waren auch andere Substanzen erhalten worden, deren N/P 
stark variierte und die andere E. (EiweiBkérper) auBer Histonen oder 
Protaminen enthielten. Steudel und seine Schule zeigten: 1. dab die 
Verbindung N.S. + Histone eine salzartige ist; 2. daB man eine 
identische Verbindung durch Vermischen von Na-Nucleinat mit Histon- 
sulfat erhalten kann!; 3. da auch in diesem Falle ein Teil des E. 
schwerer als der andere abtrennbar ist?; 4. daB auch zwischen Histon 
und Mononucleotid (Guanylsiure) Verbindungen beschrieben wurden®; 
5. daB die Nucleinsiure bei der Ausfaillung des Nucleohistons ein 
wechselndes Gemenge basischer EiweiBkérper mitreiBt. Demzufolge 
meinte Steudel im Jahre 19223, daB Nucleoproteide (Nucleoprotamine) 

Nucleinsiure + basisches Eiweif sind. 

Nach weiteren Forschungen aus dem Stewdelschen Institut soll 
aber in der Pankreasdriise (Hsii*), in der Hefe und der Leberzelle 
(Ishyama5) im Nuclein ein Eiwei8 vorhanden sein, welches zwischen 
den Histonen und den tibrigen EiweiBkérpern steht. 


! H, Steudel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 72, 73, 83. 

2 Derselbe, ebenda 87, 90. 

H., Steudel u. Peiser, Zeitschr. f. physiol. Chem. 122, 1922. 
K. Hsti, ebenda 155, 1926. 

N. Ishyama, ebenda 177 u. 178, 1928. 
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Wir haben mit M.Grynberg' beobachtet, daB nicht nur die basischer 
sondern auch die neutralen oder sauer reagierenden Eiwei8kérper mit 
den N.S. in Bindung treten kénnen. 

In diesem Teil wollen wir die Eigenschaften der experimentell mit 
reinen Stoffen erhaltenen Verbindungen zwischen E. und N.S. und 
ihren Abbauprodukten weiter verfolgen. 


Ergebnisse. 
I. Gelatine + Hefenucleinsdure. 

1. Wenn wir zu 1l0cem 1,5°,ig. Gelatinelésung (Gelatine Coignet 
Pére et Fils) 10cem_ verschieden konzentrierte Hefenucleinsaurelésung 
(Behringer) zusetzen und dann 50 ccm 1° ig. Essigsiure einfiihren, beob- 
achten wir ein sehr verschiedenes Verhalten je nach der Konzentration 
der N.S. und des Eiwei$es. 

Die beiden Kontrollen bleiben klar. Bei. hohen N. 8.-Konzentrationen 
und E.-Anwesenheit erfolgt eine Ausfallung (Tabelle I), die bei Anwendung 
kleinerer Konzentrationen kleiner wird und bei gréBerer Verdiinnung de 
N.S. eine opaleszierende oder aber eine ganz klare Lésung bildet. Wenn 
anstatt 1,5- eine 0,75°,ige Gelatinelésung gebraucht wurde, verschiebt 
sich die Ausfallung auf kleinere N. S.-Konzentrationen. 


Tabelle I. 


Ausfallung der Mischung Glutin (10 ecem), N.S. (10 cem) nach C.H,0O,- 
Zusatz (50 cem 1°,) oder HCl (50 cem n/100) nach 24 Stunden. 


N. = Niederschlag, O. = Opaleszenz, K. = klar. M. = milchige Triibung. 








N. S.-Konzentration Essigsiureausfallung HCl- 
der 10 ccm, Ausfallung 
die eingefiihrt wurden, 0,2 Jo 0,37 9/9 0,75 9/5 1,5 97/9 1,5 97 
in %o Glutin Glutin Glatin Glutin Glutin 
2 N. N. N. N N. 
1 N. N. N. N N. 
0,5 N. N. N. M. M. 
0,25 N. N. M. O. 0. 
0,125 M. O. 0. K. Kk. 
0,0625 O. K. Kk. K Kk. 


2. Ein ganz ahnliches Bild wurde im Falle, wo anstatt C,H,O, n/100 
HCl eingefiihrt wurde, beobachtet. Die Koagulation erfolgt auch hier nur 
bei bestimmten Konzentrationen und N. 8./E.-Verhaltnissen. 

3. Wenn zu den Systemen vor dem Saurezusatz Salze wie NaCl oder 
Na,SO, (z. B. 3cem von 10°, ig. Lésung) eingefiihrt werden und dann 
die gewohnliche Essigsiuremenge zugesetzt wird, erfolgt keine Ausfallung, 
auch in denjenigen Fallen nicht, wo in den Kontrollen ohne Salze eine aus- 
giebige Ausfallung erfolgt. 

4. Zu den Systemen 10 cem 1,5 °,ig. E., 10 cem 1 °oig. N.S. wurde 1 ° vig. 
Essigsiure bis zur Triibung der Systeme zugesetzt, dann die Lésung ab- 
filtriert und das py potentiometrisch bestimmt. Der Anfang der Ausfallung 


1 St. v. Przytecki u. M.Grynberg, diese Zeitschr. 258, 256, 1932. 
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erfolgt bei pH 4,28 bis 4,32, also etwa unterhalb des |. P. der Gelatine. 
Auch bei gréBeren N.S.-Konzentrationen wurde bei héherem py keine 
Ausfallung beobachtet. 

5. Bei gréBeren Essigsiurekonzentrationen erfolgt keine Koagulation 
mehr. 

6. Auch durch Laugenzusatz (Na,CO, oder n,/l06 NaOH) wird die 
Ausfallung vollstandig in Lésung gebracht. 

7. Die Mischung E.—N.S. wird durch NH, nicht ausgefiallt. 

8. Die Ausfallung enthalt bei gréBeren N. S.-Konzentrationen die 
totale E.-Menge. In allen Fallen aber, auch da wo wenig N.S. zugesetzt 
wurde, bleibt eine gréBere oder kleinere N.S.-Menge in Lésung. 

9. Zur Analyse auf N und P wurde eine Ausfallung, die aus einer 1,5 ° Vig. 
K.- und einer 1,2 °,ig. N. S.-Lésung, die in gleichen Mengen gemischt wurden, 
angewandt. Sie wurde mehrere Male durch Zentrifugieren, Auswaschen mit 
1°, CyH,O,, mit Alkohol gereinigt, dann getrocknet und in dem Pulver, 
das gelblich war, der Prozentgehalt an N (Ajeldahkl) und P (Neumann) 
bestimmt. Es wurden 15,3°,, N und 3°, P gefunden. Die Ausgangsgelatine 
enthalt 0,2°, P. 

10. Das gereinigte Pulver, in n/100 NaOH gelést und mit C,H,O, 
angesduert, gab keine Ausfaillung mehr. 





ll. Bei pu 5,8 74 Stunden dialysierte Lésung von E.— N.S. enthalt 
16.1°,, Nund 1,3°, P. Dieselbe Lésung, bei py 2.5 ausgefallt, enthalt 3,1°,, P. 

12. Wenn zu Systemen, die groBe E.-Mengen (10 cem 1,5°,ig. Gelatine) 
und wenig N.S. (10 cem 0,1°,,) enthalten, n/ 10 HCl oder H,SO, zugesetzt 
wird, so sehen wir, da} in der Kontrolle ohne Glutin bei bestimmter Saure- 
zugabe eine Ausfallung erfolgt. Die Mischung bleibt ganz klar, auch wenn 
doppelte Sauremengen zugesetzt werden. 

13. Es wurde bei pu > I. P. eine protektive Wirkung von N.S. auf die 
Ausfillung, die durch Alkoholzusatz in Glutinlésung erfolgt, nachgewiesen. 
Wenn zu l0cem 1,5°,ig. Glutin von pyr 5.9 L0cem H,O zugesetzt 
werden, dann aber Alkohol langsam eingeftihrt wird, dann sehen wir, dal 
eine Zugabe von 19 bis 20 ccm eine starke Opaleszenz und eine von 30 cem 
eine Koagulation hervorruft. Wenn wir aber anstatt H,O Na-Hefe- 
nucleinat von pH 5.9 zur Gelatine zusetzen und die Wirkung von Alkohol 
analysieren, dann sehen wir, daB noch 60 bis 70 cem ohne Einflub bleiben. 
Die Lésung behalt ihr Anfangsaussehen, sie wird sogar noch klarer. 

14. Bei niedrigem py bis 7,3 wurde keine Austallung nach CaCl,- 
Zugabe erhalten. Die in der Tabelle Ll angegebenen Zahlen zeigen, dab 


Tabelle Il. 


Ausfillung mit CaCl, 50cem 1°,ig. Gelatine wurden mit 40 c¢em 1° ig. 
N.S. gemischt. NaOH zugesetzt, geschiittelt und Licem 5° ig. CaCl, 
zugeset zt. 





eem 0,3n NaOH, 


die zugesetzt wurden PR Pin® 
0,4 7,5 6,01 
1 9,1 6,1 
2 ~ 10 4,27 
4 > 11 44 
8 > 3.1 
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durch CaCl, ausyefallte N.S. groBe E.-Mengen mit sich reiBt. Der P-Prozeit 
gehalt hangt stark von der zugesetzten Laugenmenge ab. Bei px 7,5 (0.4 cen 
0.3n NaOH) enthalt das ausgefallte Pulver 5,9°, P. Der Prozentgehalt 
fallt bei gréBeren NaOQH-Zusaétzen (py + 11) bis auf 3,1°,. 


II. Glutin + Thymusnucleinsdure, 


Auch beim Vermischen von Glutin mit Th. N.S. und nachherigen 
Anséiuern durch C,H,O, wurde bei bestimmten Konzentrationsverhiilt 
nissen eine Ausfaillung, obwohl die Th. N. S. bei Essigsaéurezugahbe in Lésuny 
blieb, nachgewiesen. 


ITI. Ovalbumin + Hefenucleinsdure. 

1. Ganz ahnliche Abhangigkeiten zwischen Konzentrationsverhalt 
nissen und Ausféllung wurden auch hier beobachtet (Tabelle Ill). Die 
Ausfallungen kommen aber bei viel kleineren N. S.-Konzentrationen 
zustande. 

Tabelle ILI. 
System Ovalbumin (l0cem), N.S. (10 cem) und C,H,O, (50 cem 1”,,). 
Nach 24 Stunden untersucht. Es werden die Anfangskonzentrationen 
angegeben. 





. , . 9 inkonzentrati in 0 
Nucleins&urekonzentration Ovalbuminkonzentration in © » 


in © = 
- 05 


1 

0.5 
0,25 
0.125 
0,063 
0.04 


2., 3. Auch eine n/100 HCl-Lésung ruft eine Koagulation hervor, die 
Salze verhindern die Ausfallung. 

4. Die Ausfallung erfolgt von py 4,35 an. 

5., 6.. 7. Bei gréBeren C,H,O,-Konzentrationen und in Laugen ist 
Ausfallung léslich. 

8. Bei gréBeren N. S8.-Konzentrationen befindet sich das ganze EF. 
Niederschlag, die Reaktion auf P bleibt immer positiv, obwohl sie 
bestimmten Konzentrationen fast negativ sein kann. 

9. Das erhaltene gereinigte Pulver enthalt 15,6°, N und 3,6°, P. 
In Salzanwesenheit, z. B. von 0,5cem 10°,ig. NaCl, enthalt das Pulve: 
anstatt 3.6 nur 2.7°, P. 

Zu 50cem 1°,ig. Ovalbumin wurden a) 30cem 1,2°,ig. N.S. und 
dann 10 cem 1°, ig. C,H,O, zugesetzt. Das pu des Systems war 4,28. Es 
wurde eine Ausfillung gebildet, die nach 6 Stunden Stehen mit C,H,O, 
ausgewaschen, mit Alkohol gereinigt, 0,67 g wog. Nach dem Lésen in 10 ccm 
0,03 n NaOH wurde sie analysiert. Dieselbe enthielt 2,75°, P. b) 30 cem 
1.2°,ig. H.N.S., dann 100 ccm Essigsiure zugesetzt. Das pu war 3,17. 
das Pulver wog 0,83 g und enthielt 3,65°, P. ¢) 30 cem 0,5° ig. H. N.S 

100 cem C,H, Os, Pu 3.17. Das Pulver wog 0,28 g und enthielt 3.25°,, P 
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10. Die Lésungen wurden dann mit CyH,O, aut pH 4.3 und 3,2 an- 
vesauert. In den Systemen a) und b) entstand wieder eine Fallung, die 
lenselben P-Gehalt wie die ersten Ausfallungen enthielt [im Falle b) 3.6°,,]. 
Im Falle ¢) wurde nur eine Opaleszenz nachgewiesen. 

11. Bei px 7,2 wurde nach 96 Stunden Dialysieren einer Mischung von 
1°.ig. NaCl + 1°,ig. Ovalbumin + 1,2°,ig. H. N.S. (mit Toluol gegen 
Bakterien gesichert) eine Substanz, die 16,5°,, N und 0,31°,, P enthielt, ge- 
funden. Sie fallt bei px 4,3 aus, bei gréBeren C,H,O.-Mengen wird sie aber 
wieder klar (pH = 3). 

12. Auch hier wird eine Schutzwirkung von gréBeren Ov.-Kon- 
zentrationen auf kleine N. 8.-Mengen bei py | bis 2 nachgewiesen. 

13. Die H. N.S. wirkt protektiv gegen Alkoholausfallung des Ov- 
albumins bei py 6,0. 

14. Auch polarimetrische Bestimmungen wurden bei py 7.3 in Salzan- 
oder -abwesenheit ausgefiihrt. Die erhaltenen Zahlen zeigen klar. daB 
von einer Summation der ap des Ovalbumins und N.S., die in 0,9° Vig. 
NaCl gelést wurden, keine Rede sein kann. Wenn eine 1,5° 
und 0,8 °vig. N.S. angewandt wurde, gab das 0,75° ig. Ov. in einem Polari- 
meterrohr von 20cm Linge — 0,30°, die 0,4°,ig. N.S. + 0,699 Die Mischung 
gab anstatt + 0.39 nur 0,319, also eine Differenz von 0,08°. Der Fehler der 
Methodik ist aber maximal 0,02°, also viermal kleiner. 

Wenn die Systeme nicht in Salzlésung, sondern in H,O gelést wurden, 
sind viel kleinere Differenzen, 0,03 bis 0,04, beobachtet worden. (Die Zahlen 
sind Mittelwerte von fiinf Versuchen, die alle iibereinstimmten.) 


»ige Ov.-Lésung 


IV. Ovalbumin + Thymusnucleinsdure. 


Mit dieser Mischung ausgefiihrte Versuche gaben dieselben Reaktionen, 
die zwischen Gelatine und Th. N.S. beschrieben wurden. 


V. Serumalbumin +- Hefenucleinsdure. 


Die Punkte 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 12 und 13 sind gleich denjenigen, die 
mit Ov. und H. N.S. beschrieben wurden. Die Ausfallung 1°,ig. Ser- 
albumin +- gleiches Volumen 1°,ig. H. N.S. Essigsiure bis pH 3,2 
enthalt 2.5 bis 2,6°, P. 


VI. Serumalbumin + Thymusnucleinsdure. 
Merkwiirdigerweise konnte keine stérkere Verhinderung der Aus- 
faillung bei pu 3 durch Salze (NaCl, Na,SO,) beobachtet werden. Die 
Th. N.S. wirkt gegen Seralbuminausfallung durch Alkohol bei px -6 pro- 
tektiv. Bei héheren C,H,O,-Konzentrationen geht das System in Lésung. 


VII. und VIII. Globulin oder Casein Hefenucleinsdure. 
Auch hier wurden Ausfallungen durch Essigséurezusatz nachgewiesen. 
Der P-Gehalt der Ausfillung Globulin-N. 8S. variiert stark, je nach dem 
Verhaltnis FE./N. S. (zwischen 1.3 und 5.3). 


IX. Pferdeserum +- Hefenucleinsdure. 
25cem von zweifach mit 1°,ig. NaCl verdiinntem Pferdeserum 
wurden mit 25cem verschieden konzentrierten H.N.S.-L6sungen (von 0,125 
bis 2°.) gemischt, dann wurden 100 cem 0.2n C,H,O, zugesetzt. Der ent- 
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standene Niederschlag wurde abfiltriert, der Riickstand mit 0,2 °,ig. C,H,O 
mehrere Male gewaschen, in Lauge gelést und dann in der Lésung | 
und N bestimmt. 

Der N-Gehalt der Ausfallung ist iiberall derselbe, 15,9 bis 16,1°,. Im 
Gegensatz dazu haingt der P-Prozentgehalt stark von der Konzentration de: 
p% zugesetzten H.N.S. ab. Er ist am groBten 
468 (4,58 °,,) in den Lésungen, wo 2°,ig. H. N.S 
407 mit Serum = gemischt worden ist. Bei 
1°.ig. H. N.S. ist er 4,07°,, bei 0,5° ig. 
Si 3,28%, bei noch niedrigeren Konzentra- 
4 tionen fallt er bei 0,25°,ig. H.N.S. auf 

3,09°, und bei 0,125°,ig. auf 2,64° 

(Abb. 1). 
Wenn ein Teil der EiweiBk6érper de: 
, Mischung 25 cem Serum + 25 cem 0,125 ° vig. 
? 75 H. N. S. vor dem Anséuern durch 10 Minuten 
Nacleinsaure -Konzenmtration auf dem Wasserbad bei 100° Erwiarmen 
Abb. 1. koaguliert, dann der fliissige Teil abzentri- 
fugiert und angesiiuert wurde, so enthielt 
der Riickstand 16°, N und 7,4°4 P. Mit dem Koagulat, das durch das 
Erhitzen erhalten wurde, werden nur sehr kleine P-Mengen mitgerissen. 


| 








X. Serumalbumin + Guanylsdure. 


Zu 10 cem verschieden konzentrierten Serumalbuminlésungen (0,1 bis 
2,0°,) wurden 10cem Guanylséurelésung (0,1 bis 1,5°,) und Essigsiure 
oder n/100 HCl zugesetzt. Es wurde keine Ausfallung, jedoch eine starke 
Triibung der Lésung beobachtet. 


XI. Serumalbumin + Xanthylsdure. 


Ganz ahnliche Erscheinungen wurden in diesem Falle beobachtet. 


XII. Nuclein nach Dr. Griibler. 


Zu 20cem 0,5°,ig. Nucleinlésung, die durch Lésung in 0,03 n NaOH 
erhalten waren, wurden entweder 10cem H,O (a) oder LO cem 10 jig. 
Na,SO, (b) oder NaCl (c) zugesetzt. Dann wurden 80 cem 1°, ig. C,H,O, 
eingefiihrt. Die Endkonzentration des Nucleins war + 1,0°/ . Der ent 
standene Niederschlag wurde von der Lésung abgetrennt und die Lésung 
auf P und N analysiert (Tabelle IV). 

Die Lésung ist 0,4°/,, im System a). Der P-Prozentgehalt ist 9,9 (a), 
9,5 (b) und 10,0 (c), wenn der N auf 16°, berechnet ist. Diese Zahlen zeigen. 
daB die in Lésung gebliebene Substanz Nucleinsaéure ist. Bei Salzanwesen 
heit ist sie etwa um 13°, vergr6Bert. 


Tabelle IV. 


Nucleinausfallung bei Salzanwesenheit. 





In 5eem Filtrat wurden gefunden 


Systeme 


mg P mg N ®'9 P der Substanz 


Kontrolle ohne Salze . eae 0,45 0,308 
ks mit NagSOQ, ..... 0,485 0,35 
| 0,50 0,343 
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XIII. Serumalbumin — Nuclein. 


1. Zu 5eem 1°, ig. Seralbumin wurden verschiedene Mengen (von 
| bis 10 cem) 0,8° ig. Nuclein, in Lauge gelést, zugesetzt und dann 50 cem 
1°,ig. CyH,O, eingefiihrt. Gleichzeitig wurde eine Kontrolle von 5 cem 
H,O + Nuclein bereitet. 

In allen Kontrollen entstand nach C,H,O,-Zusatz eine Ausfallung, 
die bei den E. enthaltenden Systemen nur bei héheren Nucleinkonzentra- 
tionen beobachtet worden ist, und zwar wurde nach 45 Minuten der Anfang 
der Ausfaillung in denjenigen Réhrchen, wo 7 cem, nach 24 Stunden in 
demjenigen, wo 5ccem Nuclein zugesetzt wurden. beobachtet (Tabelle V). 

2. Wenn zu groBen Nucleinmengen aber kleine EK.-Mengen zugesetzt 
werden, dann erfolgt eine Umkehrung der Erscheinung. In dem Nuclein- 
niederschlag befindet sich eine groBbe E.-Menge. So wurde in einem Versuch, 
wo 10 cem 0,5°,ig. Nucleinlésung mit 10cem 0.25 °,ig. Seralbumin gemischt 
waren und dann 50 cem C,H,O, zugesetzt wurden, ein’ Manko von 
26,6°,, N in der Lésung nachgewiesen. 


Tahelle V. 


Ausfallung von Nuclein nach C,H,O,-Zusatz bei E.-Anwesenheit nach 
24 Stunden Stehen. 





— ee Nuclein + H,0 sag oR °lo Nuclein + 1) Gelatine 
1 N. IN K. 
2 N. a) kx. 
4 N. Oo kx. 
5 N. M K. 
6 N. N. Kk. 
7 N. N kx. 
8 N. N M. 
9 N. N N. (sehr gering) 
10 N. N N. (sehr gering) 


NIV. Glutin Nuclein. 

Es wurde eine Schutzwirkung von Glutin aut das Nuclein = bei 
pu 3 bis 2 beobachtet. Die Tabelle V zeigt, wie stark sie ist. Bei bestiminten 
Nuclein- und Glutinkonzentrationen erfolgt eime Ausfallung., die auber 
Nuclein auch Glutin enthalt. 

Der P-Gehalt des Pulvers fallt von 3.9 (KKontrolle) auf 2.4 bis 2.6°,.. 
Im Filtrat aber konnte nach NH,-Zugahe kein Histon nachgewiesen werden. 


XV. Glutin + Seralbumin Heienucleinsdure. 


Das Pulver, welches aus N.S. und Albumin bestand und 3.6°,, P 
enthielt, wurde in 0.03 n NaOH gelést und zu einer 0,5°,,ig. Gelatinelésung 
eingefiihrt (a). Es wurde dann mit (,H,O, ausgefallt. Gleichzeitig wurde 
dieselbe Menge der Pulverlésung mit H,O (b) verdiinnt und mit derselben 
Essigsiuremenge ausgefallt. Die Ausfillung enthalt im ersten Falle 2,6, in 
dem zweiten 3.5°, P. Das Pulver wurde zum zweiten Male in Lauge gelést, 
auf pu 5 gebracht und nach NaCl-Zugabe durch Erhitzen koaguliert. Im 
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b-Filtrat wurde fast keine Biuretreaktion nachgewiesen, im a-Filtrat abe 
wurde eine starke Biuretreaktion, die durch Glutinanwesenheit hervor 
gerufen ist, festgestellt. 

Das Filtrat a ist in Alkohol ausfallbar. Die Tryptophan- und Millon seh 
Reaktion fiel negativ aus. 

50cem 1°.ig. N.S. wurden mit 50cem 1°,ig. Ovalbumin (a) ode: 
mit 50cem 0,5°,ig. Ovalbumin + 0,5°, Glutin (b) vermischt und mit 
C,H,O, bei pu 4,2 ausgefallt. 

Der Niederschlag wurde ausgewaschen, gewogen und der P-Gehalt 
bestimmt. Er war bei Ov.-N. 8. 2,6°,. bei Ov.-GL-N. S. 2,59. Auch 
hier wurde nach dem Auflésen in Lauge bei py 5 die Glutinanwesenheit 
im System b nachgewiesen. 


XV/. Pferdeserum — Nuclein. 


Zu 25cem zweifach mit 1°, NaCl verdiinntem Serum wurden 


Jo 
25cem 0,25 bis 1°, Nuclein zugesetzt und das System mit C,H,O, aus 
gefallt. Der Riickstand enthalt unabhangig von der Nucleinkonzentration 
2,72 bis 2,80°, P. Das Ausgangsnuclein enthalt, wie bekannt, 3,8 bis 3,9°, P. 

Das Filtrat. welches nach der Koagulation entstand, enthalt seln 
wenig P, nur 1,2°, (im Pulver nach C,H,O,-Ausfallung). 


Im Koagulat ist ein groBer Teil des Nucleins ausgefallt worden. 


XVII. Serumalbumin +- Hefenucleinsdure Thymusnucleinsé ure. 

Es wurden zu 25cem 1°, ig. Albumin 25cem einer Mischung von 
0,25°,ig. H. N.S. + 0,25°oig. Th. N.S. zugesetzt, dann das Nuclein 
durch Essigsiéure ausgefallt. Das Filtrat enthalt nur geringe P-Mengen, dic 
weniger als 10°, (3,7 bis 9°.) des gesamten P bildeten. Sowohl Hefe wie 
Thymusnucleinsiure wurden im Riickstand gefunden. 


Besprechung. 
¥. 

Die neutralen, sowie sauren EiweiBkérper treten bei px, die unter- 
halb ihres I. P. liegen, mit Nucleinséuren in Bindung. Solche Verbin- 
dungen sind sowohl zwischen Gelatine, Albuminen, Globulinen, Casein 
und Hefenucleinsiure, wie zwischen allen diesen EiweiBk6rpern und 
Thymusnucleinsaéure nachgewiesen worden. Diese Verbindungen sind 
bei bestimmten Essigsiure- sowie HCl-Konzentrationen ausfallbar. 
im UberschuB8 der Siure, sowie in Laugen lésbar. 


Die Ausfallung, die durch C,H,O, hervorgerufen wird, erfolgt nur 
bei bestimmten E./N.S.-Verhaltnissen und haingt von py, Lonen- 
anwesenheit, EiweiB- und Nucleinséiureart und Konzentration ab 
Sie beginnt bei py etwas unterhalb des I. P. Die Ausfallung mit 
T. N.S. ist viel bestandiger als diejenige mit H.N.S. Die Bindung 
Seralbumin- und besonders Globulin-T. N.S. ist schwerer léslich und 
erfolgt bei gréBerem E./N. S.-Quotienten als im Fall Glutin-H. N.S 
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Bei pu 4,28 und Ov.-H.N.S. ist das Verhaltnis 2.7 ¢ E. auf 
lg N.S., also 10 N.38.-Teilchen auf 1 Ov.-Micelle. Das Molgewicht 
der Verbindung ist 35000 + 13050 48050. Bei py 3,17 enthalt die 
Verbindung mehr N.S., und zwar auf einer EiweiBmicelle 15 N. 8.- 
Teilchen mit dem Molgewicht von 54570. Die EiweiB- und N. S.-Kon- 
zentration andern stark das Verhaltnis. Beim Pferdeserum, beim 
System 3°%, EiweiB—2°% N.S. enthalt die Verbindung 1g Eiweib 
auf lg N.S. Pro Globulinmicelle werden etwa 54 Nucleinsaiureteilchen 
gebunden; bei Systemen 3%, EiweiB—0,125°%, N.S. enthalt die Ver- 


oO" 


bindung 2,7 g E. auf lg N.S. 

Auch die Salze andern das Verhaltnis. Sie vermindern die Zahl 
der N.S., die mit einer EiweiBmicelle gebunden sind. 

Wie kénnen wir uns das Entstehen der Ausfallung erkliren ? Wir 
haben es hier mit zwei Kolloiden, von denen eines isolabil (N. S.), das 
zweite isostabil (E.) ist, zu tun. Beim Vereinigen dieser Kolloide erfolgt 
eine Entladung durch NH,- und PO--Vereinigung. Bei verschiedenen 
E.- und N.8.-Konzentrationen entstehen Verbindungen, wobei an 
eine E.-Micelle verschiedene N.S.-Mengen gebunden werden. Es ent- 
stehen stark assoziierte Salze, wo der isolabile Kérper den isostabilen 
umhillt. Es entstehen Verbindungen, die isolabil werden und die 
durch das Verbinden der ladenden Gruppen stark entladen werden. 
Ob dabei Doppelsalze entstehen, wurde in dem XV. Teil diskutiert. 

Je weiter das E. vom I. P. entfernt wird, desto gréBer ist seine 
Ladung, um so mehr N.S. miissen in Bindung treten, um das E. zu 
entladen. Von bestimmtem py an treten zu wenige N. S.-Teilchen in 
Bindung, um eine Ausfaillung auch durch Entladung hervorzurufen 
(pu > 4,3). Dies erklart die verschiedene P-Menge in der Ausfallung, die 
bei verschiedenem py erhalten wurde. Auch die Tatsache, daB bei 
gréBeren E.-Konzentrationen keine Ausfallung erfolgt, erkliren wir 
durch die zu kleinen N. 8.-Mengen, die vorhanden sind, um das E. auf 
die kritische Ladung zu bringen. 

Die Wirkung der Salze ware als ein Austausch, den wir schon mit 
Grynberg bei E.-Gel nachgewiesen haben, erklart. 

Es entstehen Verbindungen, die auBer E. und N.S. viel andere 
Anionen enthalten. Im Fall von iiberschiissiger C,H,O, spielt sie 
dieselbe Rolle. Wenn wir NaCl zusetzen, haben wir z. B.: 


E. (N.S.);; + yNaCl — E. (N.S.),:5—,) Cl, 
+ y—aNaCl + xNaN.S. 


x) 


Bei solchen py, bei welchen die freie N.S. ausfallt, wirkt das E. 
protektiv. Bei diesen py ist die Ladung des E. groB, und die Bindung 
E.—N.S8. enthalt auch bei bestimmten N.S8.-Konzentrationen ein 
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Verhaltnis E./N.S8., wo viele Ladungsgruppen des Proteins mit anderen 
Anionen gebunden sind. Eine weitere Frage ist diejenige, ob das N. S.- 
Teilchen mit E. durch ein, zwei, drei oder vier Valenzen in Bindung 
tritt. Wenn wir fiir Ovalbumin in einem Teilchen — 30 aktive NH,- 
Gruppen annehmen, sehen wir, daB die Micelle maximal 30 Valenzen 
haben kann. Wenn sie nur mit N.S. in Verband trite, so hatten wir 
zwei Valenzen mit E. gebunden. Die Versuche mit Pferdeserum zeigen, 
daB in diesen Systemen Verbindungen existieren, wo N. 8. nur durch 
eine Valenz mit E. verbunden ist. In den anderen Fallen ist es wenig 
wahrscheinlich, daB eine vollstandige Gruppensittigung der E. durch 
N.S. erfolgt. Es ist also am wahrscheinlichsten, daB nur eine Valenz 
der N. 8S. mit E. abgesattigt wird, die drei anderen werden durch die N H,- 
Gruppen der Purin- und Pyrimidinbasen mehr oder weniger entladen. 

Die Systeme E.--N.S. nebst anderen Anionen bleiben bei Salz- 
anwesenheit in Lésung, da das E. seine Isostabilitat beibehalt. 

Die Ausfallung erfolgt um so leichter, je isolabiler das E. selbst ist. 
Die Ausfaillung von Casein oder Globulin erfolgt bei viel kleineren 
E./N. 8.-Quotienten als bei Albuminen und besonders Gelatine. 

Die Thymusnucleinsaiure gibt Verbindungen, die schwerer als die- 
jenigen mit Hefe-N. 8. bei Salzanwesenheit oder Uberschu8 der Siiure 
in Lésung gehen. Die Ausfallung von E.-Guanylsdure ist fast Null. 
Diesen Unterschied erklaren wir durch die viel geringere Bindung von E. 
mit den Mononucleotiden und zweitens durch den kieineren Prozent- 
gehalt, den sie bilden. 

IT. 

Konnen ahnliche Ausfallungen aus den Geweben erhalten werden / 
Die Antwort muB8 positiv ausfallen. Die Arbeiten der Steudelschen 
Schule zeigten, daB in der Hefe, in der Kernsubstanz der Leberzellen, 
der Pankreasdriise, keine basischen E. vorhanden sind. Vielmehr ahneln 
sie den neutralen Proteinen. Wenn nun ein Gemisch, wo geniigend N.S., 
um eine Ausfillung hervorzurufen, vorhanden ist, dann kann man mit 
der gewohnlichen Methode den unseren ahnliche Nucleine erhalten, 
die aber auch den Dreikomponentensystemen angehéren kénnen. 


Ishyama' nimmt an, da®B in der Kernsubstanz der Leberzellen 
31,55°, N.S. und 68,45°, des E. anwesend sind. Dies ware das Ver- 
haltnis 2: 1, wonach unseren Angaben leicht Ausfaillungen entstehen kénnen. 


Aus den Versuchen mit Pferdeserum und Globulin ist klar, daf 
der P-Gehalt des Nucleins stark vom Verhaltnis E./N. 8. abhangt 
(1,2 bis 5%). Auch die Koagulation fiihrt zu Nucleinen mit hohem 
P-Prozentgehalt («- und £-Nucleoproteide). 
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11. 
Existieren Verbindungen zwischen neutralen EiweiBkérpern und 
Nucleinsaéuren bei biologischem py? Auf diese Frage kénnen wir eine 
positive Antwort geben, und zwar aus folgenden Griinden: 


1. Die Bindung der H. N.S. mit Glutinlésungen oder Gallerten, 
mit Ovalbumin und Globulingel oder Solen bei Salzanwesenheit 
(v. Przylecki und Grynberg'). 2. Dialyseversuche mit Serumalbumin 

H.N.S. bei py 7,3 in 1%ig. NaCl-Lésung. 3. Schutzwirkung von 
H.N.S. auf E. bei py 6 gegen Alkoholausfillung. 4. Polarimetrische 
Untersuchungen, die zeigten, daB bei py 7,38 keine Summation der 
Drehungen der zwei Komponenten erfolgt. 5. Die Versuche iiber die 
Ausfallung von N.S. mit E. bei CaCl,-Zusatz, die aber iiber das Ver- 
halten der Lésungen nicht viel sagen. 


Die Punkte 1, 2, 3 und 4 zeigen, dab die Bindung sowohl mit 
koaguliertem E. wie mit E.-Solen erfolgt, und zwar besonders in Salz- 
anwesenheit. Der Dialyseversuch zeigt, daB die Bindung sehr wenig 
N.S. enthalt und daB wahrscheinlich meistenteils ein Nucleoproteid 
entsteht, das < 0,3°, P enthalt und dessen Molgewicht etwa 36305 
ware. 

Die Ergebnisse der Versuche, die mit Grynberg* ausgefiihrt wurden, 
zeigen, daB die Verbindung mit E.-Gel mehr P als mit E.-Sol enthalt. 
Die Salze, anstatt zu vermindern, verstirken die Bindung. Der P-Gehalt 
haingt stark von der N. 8.-Konzentration ab. Bei groBben Unterschieden 
in der N. S.-Konzentration in der Lésung wird fast derselbe Prozentsatz 
gebunden, und zwar 7°, mit E.-Sol und 16°, mit E.-Gel. Wenn also 
eine 1,5%ige Ov.-Sol-Lésung und 0,25°%, H. N.S. angewandt wird, 
werden auf 1 g 11,7 mg, und auf E.-Gel 27 mg gebunden. Der P-Prozent- 
gehalt der ersten Verbindung ist etwa 0,1 und der zweiten 0,25. Fir 
2% Globulinlésung in 1% KCl und bei 0,6° H. N.S. werden 7°, N.S. 
gebunden, also auf 1 g Globulin 21 mg H.N.S. Das Molgewicht der 
Substanzen ist 70000 und 1305, das Verhaltnis 54: 1. 


Eine Verbindung, wo 1 Micelle von Globulin mit 1 Teilchen H. N. 8. 
gebunden wird, ist nachgewiesen. 

Alle diese Versuche sind mit Hefe-N.S. ausgefiihrt worden. Ob 
auch Thymus-N. 8. in Bindung tritt. ist nicht aufgeklart und durch 
unsere Versuche mit Grynberg wenig wahrscheinlich geworden. 

Schon diese Tatsachen zeigen klar, daB bei py 7.3 zwischen neu- 
tralen E. und N. S. eine Verbindung, bei welcher mit einer EiweiBmicelle 


is @; 
2 1.c. Bd. 256. 
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viele N.S.-Teilchen gebunden sind, nicht méglich ist. Die Kurve der 
Abb. 2 zeigt, daB E./N. 8S. im Nuclein, das aus neutralem E. entsteht, 
stark auBer der E.-Natur vom py abhaingt und daB die bei Essigsiure- 
ansiuerung erhaltenen Substanzen in solchen Verhaltnissen nicht 
existieren kénnen. Im Gegenteil stellen wir uns als méglich vor, daB ein 
Teil der N.S. auch im Organismus auBer in Verbindung mit basischen 
auch mit neutralen E. gebunden ist, besonders in den Fallen, wo keine 
basischen Proteine vorhanden sind. 


P% 
55 


45 








72 
Abb. 2. 


Die Tatsache, daB in den Systemen, wo kleine N. 8.-Konzentrationen 
anwesend sind, Verbindungen bestehen, wo weniger N.S.-Teilchen als 
K.-Micellen da sind, erklaren wir dadurch, da®B die einzelnen E.-Micellen 
bei pu 7,3 verschiedene Eigenschaften haben und nur ein Teil von ihnen 
mit der N.S. in Bindung treten kann. 


Selbstverstandlich kénnen solche Modellversuche nicht als ein strenger 
Nachweis der im Organismus anwesenden Verbindungen angenommen 
werden, besonders da wir schon 6fters eine grofe Abhangigkeit der 
Bindung von verschiedenen Verunreinigungen und Anderungen in der Be- 
reitung der Systeme beobachtet haben. 


IV. 

Die durch uns erhaltene E.—N.S8.-Verbindungen unterscheiden 
sich in vielen Eigenschaften von denjenigen, die als Nucleohistone oder 
Nucleoprotamine bezeichnet wurden. 

Die Unterschiede liegen in der E.-Komponente, deren I. P. viel 
hodher liegt (px > 9). Diese Verbindungen sind, wie Steudel nachgewiesen 
hat, viel stabiler. Die Salze wirken schwicher. Sie sind resistenter 
gegen Uberschu8 der Siure und gegen py-Anderung. 

Alle diese Verbindungen sind aber als reelle Verbindungen anzu- 
sehen. Im Organismus haben wir zwar neben N. 8. und verschiedenen 
Proteinen auch andere Kationen und Anionen, es ware also schwer, zu 
bestimmen, mit welchen Ionen die E. und die N.S. ihre Ladungen 
ausgeglichen haben. Die Physikochemie lehrt aber, daB solche Korper, 
wie die E.- und die N. 8., Verbindungen bilden kénnen, die eine Zwischen- 
stelle zwischen hetero- und homoiopolaren Bindungen geben. Ob das 
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Verhaltnis Histon N.S. bei py 7.3 dasselbe ist wie im Nucleohiston, 
das durch C,H,0O,-Fallung erhalten, ist zweifelhaft. Die Ladung des 
Histons ist bei py 7 und 3 anders, und zwar viel gréBer in sauren Losungen. 
Die gebundene N.S. wird auch wahrscheinlich viel weniger betragen, 
besonders bei Salzanwesenheit. Die Zweikomponentensysteme von 
neutralem E.— N.S. und besonders basischem E..-N.S. sind als reelle 
Organismuskomponenten anzusehen. Nur iiber das Verhaltnis E/N. 8. 
kénnen wir, wie aus vielen Tatsachen klar hervorgeht, heute noch fast 
gar nichts aussagen. Jedenfalls da, wo neben neutralen basische E. 
anwesend sind, muB die Komponente neutraler E. N.S. sehr klein 
oder Null sein. 
V. 

AuBer den Zweikomponentensystemen existieren noch Verbin- 

dungen, die aus drei Komponenten aufgebaut sind. Dies sind: 1. Ver- 


bindungen, wo eine Art von N.S. mit zwei verschiedenen E., 2. Ver- 
bindungen, wo zwei verschiedene N.S. mit einem E. gebunden sind. 


1. Dererste Typus a) ist besonders in den Versuchen behandelt, die im 
XV. Teil beschrieben sind, und zwar, wo die Bindung von Nuclein 
mit Ovalbumin, Globulin, Gelatine bei sehr verschiedenen py nach- 
gewiesen wurde. Bei py 7,3 sind diese Verbindungen durch Salze 
unbeeinfluBbar. b) Bei py 3, wo das Eiweibsol (Ovalbumin-Gelatine) 
gegen die Ausfallung des Nucleins protektiv wirkt. c) Bei py 3, wo durch 
Nucleinausfaillung auch das im Solzustande anwesende E. mitgerissen 
wurde. d) Bei py 7,5, wo durch CaCl,-Ausfallung auBer Nuclein auch 
das neutrale E. mitgerissen wird. 


Die Versuche c) und d) sind weniger tiberzeugend als diejenigen 
vom Typus a) und b). 

In allen diesen Fallen haben wir ein System, wo ein neutrales und 
ein basisches E. mit Th. N.S. verbunden ist. Die Verbindung kénnte 
durch n. E.--b. E.--N.S8. oder durch n. E.--N.8.— b. E. entstehen. 
Theoretisch sind die beiden Verbindungsarten besonders bei py 7,0 
ganz moéglich, da sowohl das Anion-n. E. mit dem Kation-b. E. sich 
binden kann, wie die N.S. mit dem n. E. in Neutralsalzanwesenheit. 


Auch Ausfaillungen, wo zwei neutrale E. mit N.S. verbunden sind, 
wurden beobachtet. Zu ihnen gehérendie Verbindungen Ov. -Gl.—-H.N.S. 
Solche Verbindungen existieren nicht nur in Ausfallungen. Die Ver- 
bindung Ov. H. N.S. oder Gl. H. N.S. ist, wie schon gesagt, auch in 
Lésung sicher nachgewiesen. 


Was fiir einen Komplex stellt das System Ov. Gl. H. N.S. car / 
Es kénnen sowohl Verbindungen Ov.-—N.S., Gl N.S. und Ov. 
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N.S.--GIl. anwesend sein. Die ersten zwei sind sicher. Die letzte 
ké6nnte in zweifacher Weise entstehen: 


| | | 
N.S.--Ov.—Gl. N.S. oder Ov.—N.S.— Gl 
| 


| 


also durch Verbindung von zwei E.-Koérpern, wie durch die H. N.S. 

Die Verbindung Ov.-—Gl. bei py 3 wie 5,9 wurde durch Versuche 
mit Grynberg! nachgewiesen. Die Bindung von N. 8. mit zwei E.-Teilchen 
ist bei py 3 weniger wahrscheinlich. Das Problem kann noch nicht 
erledigt werden, und die Frage der Dreikomponentensysteme, wo 
zwei neutrale E. mit N.S. in Bindung treten kénnen, bleibt ungeldst. 

2. Die in diesem Teil angegebenen Versuche zeigen, daB Systeme, 
die ziemlich wenig H. N.S. und Th. N. S. und einen kleinen Cberschu8 
von n. E. enthalten, in der Ausfallung sowohl die eine, wie die andere 
N.S. fast quantitativ enthalten. Es kénnen Verbindungen, wo z. B. 
Ov. + 15 H.N.S. und Ov. + 15 Th. N.S., aber auch Verbindungen, 
wo Ov. + H.N.S. (15 — x) + Th. N.S. x ist, existieren. Es ist schwer, 
sich vorzustellen, daB besondere Ov.-Teilchen gréBere Affinitaét zur 
H.N.S. als zur Th. N.S. und vice versa hatten, vielmehr ist das dritte, 
gemischte System das wahrscheinlichste. Mit basischen E., wo noch 
viele N.S. mit einem E.-Teilchen bei py 7 in Bindung treten kénnen, 
sind solche Kombinationen auch biologisch méglich, selbst verstandlich 
da, wo die beiden Nucleinséuren nebeneinander anwesend sind. 


Ws.: 

In Beriicksichtigung aller dieser Versuche machen wir einen Vor- 
schlag, die Verbindungen zwischen EiweiBkérpern und Nucleinsaiuren 
oder ihren Abbauprodukten in folgender Weise zu klassifizieren: 

Die ganze Gruppe sollte ihren alten Namen Nucleoproteide bei- 
behalten, wo Nucleoproteide — EiweiB + Nucleinsaure oder ihre Abbau- 
produkte. Sie zerfallen in?: 


1. Nucleosidoproteide. Nur zwischen E. im Gelzustande méglich. 
Zweikomponentensysteme, die mehr adsorptiven Charakter haben. Eine 
groBe Zahl verschiedener solcher Verbindungen ist méglich, die durch 
den Unterschied in der EiweiBgruppe (Gelatine, Ovalb, Casein, Hi- 
ston usw.) oder die Nucleosidkomponente (Riboside, Desoxyriboside, 
Purine, Pyrimidine) charakterisiert werden*. 


' loc. 256, 75, 1932. 

* Auch Purino- und Pyrimidinoproteide kénnten (wie z. B. Urico- 
albumin) zu den Nucleoproteiden gezahlt werden. 

3 y, Przylecki u. Grynberg, diese Zeitschr. 258, 258, 1932. 
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Messung des Verfliissigungsvermégens von Diastase. 


Von 


J. J. Willaman, E. W. Clark und 0. B. Hager. 
(Rohm u. Haas Co., Inc., Philadelphia, Pennsylvania.) 
(Eingegangen am 7. Januar 1933.) 

Mit | Abbildung im Text. 


Es wird jetzt allgemein anerkannt, da®B sich die Einwirkung der 
Diastase auf Stiirke mindestens in zweifacher Hinsicht auBert, nimlich 
durch Verfliissigung und durch Verzuckerung. Obwohl man daraus 
auf zwei wirksame Bestandteile in der Starke schlieBen mu8, und obwohl 
beide Bestandteile nachgewiesen sind, ist es doch bisher nicht gelungen, 
diese Substrate als brauchbare Reagenzien auf die diastatische Wirk- 
samkeit zu gewinnen. Deshalb sind verschiedene Methoden zur Messung 
der beiden Phasen der Diastasewirkung ausgearbeitet worden. Die 
verfliissigende Wirkung kann durch die Abnahme der Viskositat eines 
Starkekleisters oder durch das Verschwinden der Jodreaktion gemessen 
werden. Die verzuckernde Wirkung wird durch Bestimmung des aus 
, léslicher’* Starke gebildeten reduzierenden Zuckers verfolgt. Obgleich 
es sich wahrscheinlich hierbei in keinem Falle um absolute Messungen 
der Wirkung eines einzelnen Enzyms handelt, lassen sich Diastase- 
priparate doch sehr gut durch Ermittlung ihres Verfliissigungs- und 
Verzuckerungsvermégens sowie durch Vergleich des Verhiiltnisses 
beider charakterisieren. 

Wir haben eine viskosimetrische Methode zur Messung des Starke- 
verfliissigungsvermégens ausgearbeitet und sie als genau, zuverlassig 
und einfach in der Ausfiihrung befunden. 

Davison (1) bereitete einen Starkekleister aus léslicher Starke (Lintner) 
durch Erhitzen unter Druck, nach seinen Angaben mul} man jedoch den 
Kleister durch Musselin pressen, bevor er zur Verwendung in einer Viskosi- 
meterpipette gelangt. Jdézsa und Gore (2) verbesserten die Methode det 
Verkleisterung wesentlich durch Gelatinieren von Kartoffelstarke — in 
siedendem Wasser und darauf folgendes Riihren in einem Mischapparat 
mit sehr hoher Umdrehungsgeschwindigkeit. Es resultiert ein gleich- 
miaBiger Kleister, der bei genauer Einhaltung der Vorschrift jederzeit 
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shne Schwierigkeit reproduzierbar ist. Fletcher und Westwood (5) studierten 
diese Methode weiter, und sie fanden, da die lineare Beziehung, die von 
Jézsa und Gore zwischen der Menge des angewandten Enzyms und der 
Viskositatsanderung angenommen wurde, nicht den Tatsachen entsprach. 
Sie versitumten es jedoch, eine mathematische Formel anzugeben, die mit 
den Tatsachen iibereinstimmte. Sie wiesen ferner darauf hin, dab sie kein 
Hemmungsmittel zur Unterbrechung der Enzymwirkung finden konnten, 
das nicht auch die Viskositat beeinfluBt hatte. 


Unsere Beitrage zu dieser Methode bestehen in einer Formel zur 
Berechnung des L P-Wertes, einem Hemmungsmittel fiir die Enzym- 
wirkung und einer Modifikation der Pipette. AuBerdem wird auf ver- 
schiedene kleinere VorsichtsmaBregeln hingewiesen. Die Methode ist 


in unserem Laboratorium seit 1'/, Jahren mit bestem Erfolg im Ge- 


brauch, und wir glauben, daB ihre Veréffentlichung in allen Kinzel- 
heiten auch anderen niitzlich sein kénnte. Einige Beispiele fiir ihre 
Anwendung auf verschiedene Arten von Diastasepriparaten werden 
gleichfalls angegeben. 

Apparaturen. 


Man benétigt zunichst einen Riihr- oder Mischapparat mit hoher 
Tourenzahl, wie er zur Herstellung von Malzmilch und Schokoladeget ranken 
benutzt wird. Wir verwandten einen ,,Gilchrist Nr. 22‘. mit einer Ce 
schwindigkeit von 10000 Umdrehungen in der Minute, 
withrend Jézsa und Gore einen ,,Hamilton Beach“ mit 
11000 Umdrehungen in der Minute benutzten. Riihrer 
und Mischbecher waren aus Nickel; der Inhalt des letzteren 
betrug etwa 700 ccm. 

Die Ostwald-Pipette zur Messung der Viskositaét ist 
in der Zeichnung abgebildet. Ihr Fassungsvermégen be- 
tragt etwa 50 ccm, ihre AusfluBzeit fiir Wasser von 40°C 
24 Sekunden. Eine geringe Abweichung von den an- 
gegebenen Abmessungen ist zulissig, im allgemeinen je- 
doch soll die AusfluBzeit fiir Wasser zwischen 20 und 
30 Sekunden liegen und bei Verwendung von Starke- 
kleister als Substrat zwischen 200 und 400 Sekunden. 
Die Pipette wird in ein Wasserbad von konstanter Tem- 
peratur gebracht. 

Die Pipette wird folgendermaBen geeicht: Nach der 
weiter unten angegebenen Vorschrift wird ein Stiarke- 
kleister bereitet, der jedoch eine viel gréBere Enzymmenge 
enthalt als fiir die tibliche Bestimmung. Man digeriert Abb. 1. 
so lange, bis ein Minimum der Viskositaét erreicht ist, 
und dieser Punkt wird als Zustand vollstandiger Verfliissigung angenommen. 
Diese minimale Viskositat, ausgedriickt in Sekunden, wird in der Forme! fur 
die Berechnung mit V; bezeichnet. Sie braucht fiir Jede Pipette nur ein- 
mal ermittelt zu werden. 








Wegen der Neigung des Starkekleisters, an den Wandungen der Glas- 
apparatur zu haften, und wegen der Gefahr, den Kleister durch Diastase 
zu verunreinigen, soll der ganze Apparat Ofters mit Chromsaurelésung 
gereinigt werden. 











J.J. Willaman, E. W. Clark u. O. B. Hager: 


Benotiqte Lésungen. 


Pufferaktivatorlésung A, tir pu 42% 
a ee l25g 
3 AC ts : Se 35,0 ¢ 
Ms A ica ss 5 go -« é. 4 ee 
Wasser auf... . . . . L000 cem 


Putteraktivatorlésung B, tir pu 
SO” a ore ‘ 27,5 ¢ 
NaOH, 04n ..... ‘ 6,0 cem 
OE es ae ‘ :. 100,0 ¢ 
Wasser auf... . . . . . 1000,0cem 


Formaldeh yd: 40° ige Lésung. 


Standardstarkekleister: Man wagt soviel Kartoffelstarke von gute 
Qualitat in ein vorher tariertes Becherglas von 100 ccm ein, wie, unter! 
Beriicksichtigung ihres Feuchtigkeitsgehaltes, 32.5 g trockener Starke 
entspricht. Alsdann fiigt man zu der Starke 65 ccm kaltes, destilliertes 
Wasser und riihrt sorgfaltig mit einem Glasstab, bis die Starke gut sus 
pendiert ist. Das Gemisch gieBt man in den Mischbecher des Riihrapparates 
und wascht das Becherglas sorgsam mit etwa 10 cem destilliertem Wasser 
nach. Der Mischbecher soll sauber sein und vorher mit einem Bunsen 
brenner gelinde erhitzt werden, um jede Infektion des Starkekleisters aus- 
zuschlieBen. Man gieBt 450 ccm kochendes, destilliertes Wasser zu der 
Starkesuspension und riihrt einige Sekunden mit einem kraftigen, vorher 
durch eine Flamme gezogenen Glasstab um. Dann reinigt man den Riihrer 
des Mischapparates mit einem sauberen, feuchten Tuche, erhitzt ihn mit 
der Bunsenflamme und setzt den Becher mit dem Starkekleister in den 
Apparat ein. Mit dem Glasstab kratzt man den Brei von den Wanden 
und vom Boden des Bechers los, so daB der Kleister gleichmaBig gemischt 
wird; anderenfalls wird er klumpig und ist alsdann unbrauchbar. Man 
laBt den Mischapparat genau 10 Minuten in Gang, entfernt den Beche 
und stellt ihn in kaltes Wasser. Man bringt ein Thermometer in den Kleister. 
bedeckt zum Schutz gegen Infektion mit reinem Papier und riihrt 6fters 
nach je einigen Minuten vorsichtig mit dem Thermometer, um_ ein 
Klumpen des Kleisters an den Wanden und am Boden des Bechers beim 
Abkiihlen zu verhiiten. Wahrend des Erkaltens reinigt man den Riihrer 
mit einem feuchten Tuche und erhitzt ihn mit dem Bunsenbrenner. Wenn 
der Kleister auf 30°C abgekiihlt ist, werden 50 cem Pufferaktivatorlésung 
hinzugefiigt. Fiir Pankreatin, bei dem das pxH-Optimum bei 7,0 bis 7.4 
liegt, wird Pufferlésung A verwandt; fiir Pilz- und Malzpraparate, bei denen 
ein px von 5,0 verlangt wird, benutzt man Pufferlésung B. Natiirlich kann 
jedes andere gewiinschte py hergestellt werden, aber der Puffer darf stets 
erst nach dem Erkalten des Starkekleisters zugefiigt werden. Jetzt fiillt 
man mit destilliertem Wasser zu einem Gesamtgewicht von 650g auf. 
ZweckmaBig ist es, sich eine Tara fiir den Mischbecher herzustellen. Man 
setzt dann den Becher wieder in den Apparat und mischt nochmals 
10 Minuten. Der Starkekleister wird nun in reine, trockene Saugflaschen 
von 250 ccm eingewogen, 100g in jede Flasche. Die Flaschen werden mit 
Gummistopfen versehen, die Ansatzrohre werden mit einem Stiick Gummi- 
schlauch und einem kurzen Glasstab verschlossen. Alsdann bringt man die 
Flaschen vor Zugabe der Enzymlésung fiir mindestens 10 Minuten in ein 
Wasserbad von 40°. 
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Wenn mehr als 650g Kleister benétigt werden, mus man zwei oder 
nehr ganze Portionen zu je 650 ¢ herstellen. Ein Ansatz mit der halben 
Menge wiirde die Wirksamkeit des Riihrens andern, und da die schlieblich 
erreichte Viskositat vollstandig von der Riihrgeschwindigkeit abhdanet. 
mu man sich, um gut reproduzierbare Resultate zu bekommen, genau an 
die oben angegebenen Einzelheiten halten. 


Enzymldsungen, 

Die zu untersuchenden Enzympraparate werden in’ einer solchen 
Konzentration aufgelést, dab 3cem fiir die Starkedigestion verwandt 
werden kénnen und eine Viskositatsanderung innerhalb des Mebereiches 
der Methode hervorrufen. Tabelle [ gibt angenahert die erwiinschten 
Konzentrationen fiir verschiedene Arten von Diastasepraparaten. 

Da fiir sehr aktive Praparate ziemlich starke Verdiinnungen gebraucht 
werden, und da viele Enzyme durch Beriihrung mit reinem Wasser ge- 
schadigt werden, verwendet man zur Herstellung dieser Verdiinnungen die 
oben angefiihrten Pufferaktivatorlésungen. Empfehlenswert ist) folgendes 
Vorgehen: 

Pankreatin, Stammldsung. In eine Literflasche gibt man 100 ccm 
Pufferaktivatorl6sung A und etwa 700 ccm Wasser. Dann wigt man 
0,500 ¢ Pankreatin in ein kleines Becherglas ein und lést es nach und nach 
in einer kleinen Menge der verdiinnten PufferaktivatorléOsung. die man 
alsdann in einen 1-Liter-MeBkolben iiberfiihrt. Nach Uberfiihrung det 
gesamten Pufferaktivatorl6sung fiillt man bis zur Marke mit Wasser aut. 

Gebrauchslésung. In einen 1-Liter-MeBkolben gibt man 100 cem der 
Pufferaktivatorl6sung A, etwa 700cem Wasser, 2.0cem der Enzym 
stammilésung und fiillt mit Wasser bis zur Marke aut. 

Takadiastase und entsprechende Prdparate, Stammlésung. Man vertilhrt 
wie oben unter Verwendung von 0,500 ¢ Enzympraparat und 100 cem 
PufferaktivatorlOsung B. 

Gebrauchslésung. Man geht wie oben vor, nimmt aber 4,0 cem Stamm 
lésung und 100 cem Pufferaktivatorlésung Bb. 

Malzeatrakt und entsprechende Prdaparate, Stammldsung. Man dst 
10,0 g Substanz in Wasser und fiilllt ohne jede Pufferlésung auf l0QQcem auf. 

Gebrauchslésung. 20,0 com Stammlésung werden ohne Verwendung 
von Puffer oder Salzen aut 1000 cem verdiinnt. 


Dige stionsvertahren ’ 


1. Zu einer der Saugflaschen mit 100 ¢ Starkekleister gibt man LO com 
40° igen Formaldehyd und 3 cem Wasser. Dieser Ansatz dient als Anfangs- 
kontrolle. Er wird bis zur Messung bei 40° helassen. da die Viskositat sich 
nach Zusatz des Hemmungsmittels wahrend mehrerer Stunden nicht 
merklich andert. 

2. Zu einer anderen Flasche mit Starkekleister gibt man 3 cem Enzym- 
Gebrauchslésung und notiert die Zeit. Die Flasche wird sorgsam umgeschiittelt 
und fiir genau | Stunde in das Wasserbad von 40° zuriickgestellt. Nach 
Ablauf dieser Zeit werden 10 cem 40° iger Formaldehyd zur Inaktivierung 
des Enzyms zugefiigt. Wenn mehrere Bestimmungen zu machen sind, ist 
es vorteilhaft, sie alle in einem Abstand von einigen Minuten anzusetzen. 

3. Ein weiterer AKontrollansatz ohne Enzym wird am = Schlub der 
Digestionsdauer untersucht. Die Behandhing ist) dieselbe wie bei det 
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Antangskontrolle. Dies geschieht. um = festzustellen, ob die Viskositat 
des unbehandelten Kleisters sich wahrend der Einwirkungsdauer des Enzymes 
im Hauptversuch geandert hat. 


lL shositdtsiie SSUNYEN, 

Die Viskosimeterpipette wird in ein Wasserbad von 40° — 0.1° C gestellt. 
Die den zu messenden Starkekleister enthaltende Saugflasche wird fii 
genau | Minute in den Mischapparat gebracht. alsdann wird die im Kleiste: 
eingeschlossene Luft durch Evakuieren entfernt.  50c¢em des Kleisters 
werden in das Viskosimeter pipettiert. Wenn die Badtemperatur erreicht 
ist, mibt man die aufeinanderftolgenden Austlubzeiten, bis zwei oder mehr 
iibereinstimmen. Gewodhnlich ist der erste Wert zu hoch. wahrend die 
nachsten zwei oder drei innerhalb | Sekunde tibereinstimmen. Als Beispie! 
fiir die zu erwartende Konstanz seien die AusfluBzeiten in Sekunden an 
yetiihrt fiir sieben Kleisterpraparate, die in einem Zeitraume von 6 Wocher 
aus verschiedenen Sorten von Kartoffelstarke hergestellt waren: 351, 352. 
355, 372, 360, 346, 347. Das py betrug teils 5,0, teils 7.0. 

Folgende Messungen sind erforderlich: 

1. Vy = AusfluBzeit des Standardkleisters. Diese wird aus der zweiten 
oben beschriebenen AKontrolle erhalten. Die erste Kontrolle dient dazu. 
irgendeine grobe Intektion durch fremde Enzyme festzustellen. Die Differenz 
zwischen beiden betragt gew6hnlich nicht mehr als 5 oder 10 Sekunden. 
Ist das Praéparat infiziert, so ist der Unterschied bedeutend gréBer, und die 
yanze Bestimmungsreihe mu verworfen werden. Vy mub fiir jede Versuchs 
serie bestimmt werden. 

3. Ve AusfluBzeit bei partieller Hydrolyse. Sie wird aus dem 
digerierten Ansatz 2, oben, erhalten. Nach der Behandlung mit Form 
aldehyd kann die Viskositaét zu beliebiger Zeit innerhalb einiger Stunden 
bestimmt werden. 

3. Vy = AusfluBzeit bei vollstandiger Hydrolyse.  Dariiber ist bereit= 
oben unter Evchung der Pipette berichtet worden. 


Berechnung. 
Gebraucht werden folgende Angaben: 


AusfluBzeit des Standardkleisters. 
AusfluBzeit des vollstandig hydrolysierten Kleisters. 
AusfluBzeit des partiell hydrolysierten Kleisters. 
prozentuale Abnahme der Viskositat 
an Me 
Voe— Vt 
in den zum = Starkekleister fiir partielle Hydrolyse zugesetzten 
3,0 cem enthaltene Enzymmenge in Milligramm. 
verfliissigte Starke in Milligramm Trockengewicht. 
verfliissigte Starke in Prozenten. 
k, 8 und » sind Konstanten. 
Verfliissigungsvermégen (liquefying power). d.i. die Starkemenge 
in Gramm, die durch | g Enzympraparat in I Stunde bei 40° C ver 
fliissigt wird, unter Verwendung von Puffer und Aktivator, wie im 


100. 


einzelnen angegeben. 
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Fletcher und Westwood tanden 
D k\s (1) 


in einem bestimmten Vertliissigungsbereich. Nach unseren Befunden gibt 
folvende Formel die Beziehungen zwischen L und J wieder: 


mnt 


L . (2 
a 1 
| 
p~*) 
Die Werte m und «a kénnen je nach den Bedingungen in’ verschiedenen 
Laboratorien variieren, sie sind jedoch fiir ein und denselben Ort konstant. 
Die Beziehungen zwischen Found L wurden empirisch ermittelt ; 
re iw 


we E ° »? 


Kombiniert man Gleichung (2) und (3). so erhalt man: 


LP = : 4 
E-| —1) 


Setzt man fiir die Konstanten die unter unseren Versuchsbedingungen 
verwendbaren Werte ein, so ergibt sich folgende Forme] zur Berechnung 
des L P-Wertes irgendeiner Diastase: 
5 000 O90 
LP = 5 
E 169 16 
Jae | } 
D 
In Tabelle Ll sind die Resultate einer Reihe von Bestimmungen mit 
verschiedenen Mengen Pankreatin unter Benutzung der (CHeichung (4) 
ingefiihrt. 
Mit der L P-Methode erhalteane Resultate. 


Obwohl die nach der L P-Methode erhaltenen Werte sehr hoch sind, 
wie man aus Tabelle IT und III ersieht, schien es doch nicht ratsam, 
sie durch Division durch 1000 oder eine andere willkiirlich gewahlte 
Zahl zu verkleinern, da sie die Gramm Starke angeben, die tatsachlich 
durch 1g Enzympriparat verfliissigt werden. 

An Stelle unserer itiblichen Digestionstemperatur von 40°C) sind 
nach unseren Feststellungen auch andere Temperaturen brauchbar. 
In der Tat haben wir Temperaturkurven fiir verschiedene Diastase- 
sorten aufgestellt und ihre Optima bestimmt. Am_ vorteilhaftesten 
ist es, die Viskositat stets bei 40° zu messen, ohne Riicksicht auf die 
Digestionstemperatur. 

pu-Optima kénnen ebenfalls bestimmt werden. 


Zahlreiche Praparate lassen sich durch die Aktivitatsverhaltnisse 


ihrer verschiedenen Enzyme charakterisieren. In Tabelle TID finden 


ow J.J. Willaman, KW. Clark u. O. B. Hager: 


sich z. B. einige Werte, die man durch Vergleich des Verfliissigungs- 
vermogens (LP) mit dem VerZuckerungsvermégen (AZ) erhalt. Der 


Wert fiir AZ ergibt sich aus folgender Formel: 


K . 105 
B 


AZ 


worin AK Konstante fiir monomolekulare Reaktion, / — angewandte 
Enzymmenge in Gramm. 


Die Zuckerbestimmungen wurden nach Bertrand ausgefiihrt. Wie 
aus der Tabelle III hervorgeht, betragt der Quotient LP'AZ_ bei 
Pilzpraparaten im allgemeinen tiber 200; er liegt fiir Pankreaspraparate 
hei etwa 170, fiir Malz- und Bakterienpraparate unter 100. Ahnliche 
Vergleiche stellten Oshima und Itaya (3) (4) an, allerdings erhielten sie 
andere Verhaltniszahlen als wir infolge Verwendung’ verschiedener 
Methoden. 


Die LP-Methode ist besonders geeignet zur Wertbestimmung 
von Praparaten, wie sie zur Entfernung von Appreturen aus Geweben 
gebraucht werden, bei denen es weniger auf die Verzuckerung als 
auf das Loéslichmachen oder Verfliissigen der Starke ankommt. Die 
LP-Phase der Diastase besitzt auBerdem groBe Bedeutung fiir die 
Herstellung von Gewebeappreturen aus Starke. 


Tabelle 1, 


Angeniherte Konzentration verschiedener Praparate zur Verwendung 
der L P-Methode. 





g im Liter 


Pankreatin . ... . 0,001 — 0,004 
Takadiastase .... 9,010 — 0,040 
Malzextrakt. . .. . 0,080 — 0,820 


Tabelle 11. 


L P-Werte, erhalten mit zwei Pankreatinpraparaten. 





Priparat | Priparat II 
Angewandte ; 

) _pP-We 

Menge in mg I Lp-Wert 


Angewandte 


Menge in mg D J. P-Wert 


222 0 270) 38.8 2660 
237 S00 540 54,3 2804 
243 000 L080 72.45 2933 


224 000 
991 S09 
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Tabelle 111. 


Vergleich des Vertfliissigungsvermégens (1/7?) und des Verzuckerungs- 
vermogens (AZ) verschiedener Diastasepraparate. 





Diastasepriiparat LP 1Z : 

1Z 

Pilze, Aspergillus flavus. ...... 1 700 7 246 
. a a Ge iia 5 260 26 200 
»eemnamneteme” 6 www kts 12 180 68 180 
ge ae 86 400 282 300 
Bakterienpraparat ,Rapidase* . . . . 1 330 4 32 
OO * — ee ae 2 160 42 51 
Pankreatin, tryptisch, Degomma S. . 41 990 268 156 
és diastatisch, Degomma J) L 205 000 1168 176 


Zusammenfassung, 


Unsere Abainderungen der viskosimetrischen Methode von Jdzsa 
und Gore zur Messung des Starkeverfliissigungsvermégens von Diastase- 
praparaten beziehen sich auf die Form der Viskositatspipette, die Art 
des Puffers, die Verwendung von Formaldehyd zur Hemmung der 
Enzvmwirkung, sowie auf die Angabe einer Formel zur Berechnung 
des L P-Wertes. AuBerdem werden einige Beispiele fiir die Anwendung 
der L P-Methode auf verschiedene Arten von Enzympraparaten an- 
gegeben. 


Literatur, 


1) WC. Davison, Bull. John Hopkins Hospital 37, 281, 1925. 
2) S. Jézsa u. H.C. Gore, Ind. Engin. Chem. Anal. Edition 2, 26, 1930. 
3) K. Oshima u. S. Itaya, J. Agric. Chem. Soc. Japan 1, 292, 1925. 
4) Dieselben, ebenda 1, 455, 1925. 5) L. Fletcher u. J. B. Westwood, J. Inst. 
Brewing 36. 550. 1930. 





Zur Reindarstellung des gonadotropen Hormons (Prolan). 


Von 
Bernhard Zondek, Helmuth Scheibler und Walter Krabbe. 


(Aus der Geburtshilflich-Gynakologischen Abteilung des Stadtischen 
Krankenhauses Berlin-Spandau und dem Organischen Laboratorium de! 
Technischen Hochschule Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1933.) 


Unsere seit etwa 2 Jahren durchgefiihrten Untersuchungen schlieBen 
sich an die bisherigen Zondekschen Arbeiten! iiber das gonadotrope 
Hormon (Prolan) an, die, was Auffindung des Hormons im Hypophysen- 
vorderlappen (1926) und Testobjekt (HVR I--LII) betrifft, als bekannt 
vorausgesetzt werden diirfen. Zondek beschrieb die Darstellung des 
Prolans aus Harn (Schwangerenharn-, Kastraten- und Carcinomharn), 
wobei die Dialysier- und Fallungsmethode (Alkoholfallung) angegeben 
wurde. Der filtrierte, angesiuerte, eventuell durch Dialyse vorgereinigte 
Harn wird mit der vierfachen Menge Alkohol (Athyl- oder Methyl- 
alkohol) versetzt. Nach 24 Stunden wird die Fallung, in der sich das 
Prolan befindet, nach Waschen mit Ather in Wasser gelést, wobei nur 
der wasserlésliche Teil verwandt wird. Die Hormonlésung kann durch 
erneute Alkoholfallung und Aufnahme der Fallung in Wasser weiter 
gereinigt werden, wobei man ein feines, gelblichweiBes Pulver erhalt. 
das sich mit leicht braunlicher Farbe in Wasser glatt lést. Auf diese 
Weise kam Zondek zu Prolanpraparaten mit einem Reinheitsgrad bis 
zu 7 y pro Ratten-Einh. In gemeinsamer Arbeit versuchten wir, eine 
weitere Reinigung des Prolans zu erzielen, woriiber in dieser vor- 
laufigen Mitteilung? kurz folgendes berichtet sei. 

Da Prolanpraparate sehr empfindlich sind und zum Teil schon 
durch Temperatur iiber 50° sowie durch Mineralséuren und Alkalien 
in ihrer Wirksamkeit stark beeintrachtigt werden, war die Auswah! 


’ ZusammengefaBt in: Die Hormone des Ovariums und des Hypo- 
physenvorderlappens. Berlin, Julius Springer, 1931. 

2 Auf die Literatur zur Chemie des Prolans (Evans u. Mitarbeiter, 
Biedl u. Mitarbeiter, F.G. Fischer u. Ertel, Katzman u. Doisy u.a.) soll 
in dieser kurzen Mitteilung nicht eingegangen werden. 
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der anzuwendenden Methoden von vornherein sehr beschrankt. Da 
der Harn in seiner Zusammensetzung auBerst variabel ist, kam es vor 
allem darauf an, eine stets reproduzierbare Methode zu finden, die auBer- 
dem eine méglichst gute Ausbeute und Anreicherung des Hormons 
ergibt. Es wurde versucht, sowohl aus nativem Harn, wie aus den 
mittels Alkoholfaillung hergestellten Trockenpulvern von etwa 
20000 R.-Einh. pro Gramm, das Prolan in konzentrierter Form zu 
gewinnen. Wir wandten zunachst Adsorptionsmethoden an, die wir 
aber wieder aufgaben, weil eine nennenswerte Anreicherung nicht zu 
erzielen war. Wesentlich bessere Resultate erhielten wir durch Fallungs- 
verfahren (neben der oben’ beschriebenen Alkoholfallungsmethode). 
Als Fallungsmittel wurden zunaichst Ammoniumsulfat sowie Ammonium- 
acetat als typische Eiweibfallungsmittel benutzt. Der durch den Zusatz 
dieser Salze entstandene Niederschlag wurde abzentrifugiert und sein 
wasserléslicher Anteil untersucht. Es war auf diese Weise zwar méglich, 
aus Schwangerenharn Praparate mit einem Gehalt von etwa 30000 
bis 40000 R.-Einh. pro Gramm zu erhalten, doch waren die Ausbeuten so 
gering (10 bis 20°,) und der Erfolg so ungewiB, dag wir nach anderen 
Methoden suchten. Bei der Verarbeitung der Loésungen, die wir mit der 
Alkoholfallungsmethode erhielten, erwies sich die Ausfallung gewisser 
Bestandteile, in erster Linie der Phosphate, durch Bariumhydroxyd! als 
brauchbar. Es gelang uns auf diese Weise aber nur, eine Steigerung der 
biologischen Wirksamkeit von 20000 auf 100000 R.-Einh. pro Gramm 
zu gewinnen. Weiter kamen wir erst durch die Anwendung von solchen 
sauer reagierenden Schwermetallverbindungen, wie sie zur Fallung 
von EiweiB und Alkaloiden benutzt werden. Von diesen waren aber 
nur zwei brauchbar, die Phosphorwolframsaure und die Phosphor- 
molybdanséure. Mit diesen beiden Sauren konnte das Prolan nicht nur 
wesentlich konzentriert werden, sondern es war auch mdéglich, die im 
Ausgangsmaterial vorhandene Prolanmenge fast 100°,ig  wieder- 
zugewinnen. - Beide Sauren konnten zur Weiterreinigung der aus 
dem Harn mit Hilfe des Alkoholfaillungsverfahrens hergestellten 
Prolanpraparate verwandt werden. Fir die direkte Fallung des nativen 
Harns kommt aber nur die Phosphormolybdansiure in Betracht, 
weil diese im Gegensatz zur Phosphorwolframsaiure mit dem Harnstoff 
des Harns keine schwer lésliche Verbindung liefert. Die Verwendung 
der Phosphormolybdansaiure verlangte andererseits, dai nur frischer 
oder mit Ather konservierter Harn benutzt wurde, weil das durch die 
Vergérung des Harnstoffs entstehende Ammoniumecarbonat mit der 
Phosphormolybdansaure das schwer lésliche Ammoniumphosphor- 


1 Diese Methode haben bereits F.G. Fischer u. L. Ertel beschrieben 
(Zeitschr. f. physiol. Chem. 202, 83, 1931). 
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molybdat bildet. Die mit den beiden genannten Sauren erhaltenen 
Fallungen wurden nach dem Abzentrifugieren mit Bariumhydroxyd 
versetzt. Das iiberschiissige Barium wurde mit Kohlensiure entfernt. 
und die wasserige Loésung nach dem Abtrennen des Bariumcarbonats 
im Vakuum eingedampft. Es war auf diese Weise méglich, in einem 


Arbeitsgang aus nativem Schwangerenharn Praparate zu erhalten, 
die eine Wirksamkeit von 300000 R.-Einh. pro Gramm aufwiesen, 


Kine weitere erhebliche Reinigung wurde durch Anwendung der 
Dialyse erzielt, wobei uns mit Filtern verschiedenster Dichte eine Ab- 
trennung des Prolans von Beimengungen gelang. So kamen wir zu 
Praparaten, die bis 1000000 R.-Einh. pro Gramm enthielten, so dal 
also 1 R.-Einh. einen Reinheitsgrad von 1 y hat. 

Wir méchten nochmals hervorheben, daB bei dem angegebenen 
Verfahren fast die Gesamtmenge des im Ausgangsmaterial vorhandenen 
Hormons gewonnen wird. 


Folgendes Beispiel eines Arbeitsganges : 


Schwangerenharn + Athylalkohol 
(30 000 R.-Einh. pro Liter) 


Fallung 
(20 000 R.-Einh./g) 
mit Ather extrahiert 


Extrakt Ungeléstes 


Lésung in H,O + Phosphormolybdansaur 


Fallung + Ba (OH), Wilivat 


Filtrat -+ COs Fallung (Bariumphosphormolybdat 


Fallung (BaC Os) Filtrat, im Vakuum eingedamptt 
(300 000 R.-Einh.'g) 


Dialyse 
(890 000 R.-Einh./g) 


Da die Wertbestimmung des Prolans, wie eingangs erwalhnt 
durch eine biologische Methode erfolgt, ist es natiirlich, daB hierbe: 
nicht unwesentliche Differenzen in den Angaben iiber den Reinheitsgrad 
bei den verschiedenen Autoren entstehen kénnen. Wir haben deshal! 
ein gereinigtes Praparat mit unserer Wertbestimmung von 1,3 y pr 
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R.-Einh. Herrn Prof. Laquer in Elberfeld zur Nachpriifung iibersandt, 
wobei ein Wert von mindestens 1,6 pro R.-Einh. gefunden wurde 
auf weiteren Reinheitsgrad wurde nicht geprift). 


Erwahnt sei, daB Claus (1931) ein” kristallisiertes Hormonpraparat 


erhalten hat. In Ubereinstimmung mit Katzman und Doisy! glauben wir 


nicht, daB es sich hier um das reine Hormon gehandelt haben kann. da der 
Reinheitsgrad nur 26 y pro M.-Einh. betrug. Vor einigen Wochen hat 
1. Lejwa* gleichfalls ein wesentlich wirksameres kristallisiertes Prolan- 
praparat (1 y pro M.-Einh.) beschrieben, ohne dali zunachst physikalische 
und chemische Eigenschaften der Kristalle mitgeteilt sind. In unserem 
Arbeitsgang haben wir wiederholt kristallisierte Anteile beobachtet, glauben 
aber nicht, daB es sich bei dem vorliegenden Reinheitsgrad um das reine 
Hormon handeln kann. 


Uber die mit unseren reinen Praparaten gemachten biologischen 
Untersuchungen werden wir spiiter berichten. 


' Journ. of biol. Chemistry 98, 739, 1932. 
* Diese Zeitschr. 256, 236, 1932. 
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Untersuchungen iiber die Leguminose-Bakterien und -Pflanzen. 


XII. Mitteilung’. 


Die Ausnutzung der aus den Wurzelknéllehen der Leguminosen heraus- 
diffundierten Stickstoffverbindungen durch Nichtleguminosen. 


Von 


Artturi I. Virtanen, Synnéve von Hausen und H. Karstrém. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Stiftung fiir chemische Forschung, 


Helsinki.) 


(Eingegangen am 9, Dezember 1932.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Wie wir schon friiher*? berichtet haben, beginnen aus den Wurzel- 
knélichen der Leguminosen sogleich nach deren Bildung Stickstoff- 
verbindungen in den umgebenden Boden zu diffundieren. Vermittelst 
dieser Stickstoffverbindungen kénnen die mit Leguminosen in Misch- 
kulturen wachsenden Nichtleguminosen ohne Stickstoffdiingung ge- 
deihen. Sind aber im Verhaltnis zu den Leguminosen viele Nicht- 
leguminosen vorhanden, so reichen die von den Wurzelknéllchen ab- 
gegebenen Stickstoffverbindungen nicht mehr zur Stickstoffdiingung 
der Nichtleguminosen aus, und ihr Wachstum wird daher geschwacht. 
Merkwiirdigerweise erfahrt auch das Wachstum der Leguminosen hierbei 
eine Abschwachung, offenbar infolge Stickstoffmangels. Es scheint. 
als ob die Hiilsengewachse nur einen Teil ihres Stickstoffbedarfs 
direkt aus ihren Wurzelknéllchen bezégen, einen anderen Teil dagegen 
durch Vermittlung ihrer Wurzeln den aus den Wurzelknéllchen in den 
Boden gedrungenen Stickstoffverbindungen entnahmen. Die Ab 
schwichung im Wachstum der Hiilsengewachse in dem Fall, daB sehi 
reichlich Nichtleguminosen zusammen mit den Leguminosen wachsen., 
ist auf Grund dieser Hypothese wohl zu verstehen. 


1 Letzte Mitteilung in Contrib. from the Biochem. Lab. of the Foun 
dation for chemical Research 1, 1932 (Helsinki); X. Mitteilung in Zeitschr. 1 
Pflanzenernahrung usw. A, 21, 57, 1931; LX. Mitteilung in dieser Zeitschr. 282. 
1, 1931. 

2 Virtanen u. v. Hausen, Zeitschr. f. Pflanzenernahrung usw. A, 21. 


57, 1931. 
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In sterilen Kulturversuchen, wobei der Leguminosensamen mit 
Knoéllchenbakterien geimpft und den Pflanzen keine Stickstoffnahrung 
geboten wurde, haben wir die ausden Wurzelknéllchen herausgedrungenen 
Stickstoffverbindungen angesammelt und feststellen kénnen, dab 
es sich hierbei ausschlieBlich um organische Stickstoffverbindungen 
handelt. Ammoniak oder Nitrate fanden sich nicht unter diesen 
Verbindungen!. Diese unsere Beobachtung war geeignet. uns in 
unserer Auffassung zu bestarken, daB die Hiilsengewichse ihre Stick- 
stoffnahrung aus den Wurzelknélichen in Form) von_ organischen 
N-Verbindungen erhalten. 

Wir haben nun einerseits zu ermitteln versucht, was fiir organische 
Stickstoffverbindungen aus den Wurzelknéllchen herausdiffundieren 
andererseits wiederum, ob die Nichtleguminosen diese Verbindungen 
als solche verwerten kénnen oder erst das Ammoniak bzw. Nitrat. 
was durch die Bodenbakterien daraus gebildet wird. Es ist) ohne 
weiteres klar, daB man diese Fragen nur an Hand von Pflanzenversuchen 
studieren kann, die mit Knéllchenbakterien beimpft, im iibrigen aber 
steril sind. 

Die Versuchsanordnung bei 
unseren sterilen Kulturen mit 
geimpften Leguminosen ist fol- 


f \ % 


gende gewesen: 





Die Sterilisation der Samen. 


Die Samen werden zuerst mit 
Athylalkohol und dann mit Subli- 
mat (1: 1000) behandelt, sowie | 
schlieBlich mehrfach mit sterilem 
Wasser abgespiilt. Die Kleesamen 
bleiben 1 Minute im Alkohol und 
1 Minute in der Sublimatlésung 
liegen, die Erbsensamen 2 Minuten 
im Alkohol und 4Minuten in der 





Sublimatlésung. In dem letzten | | 
Spiilwasser laBt man die Samen 
etwa 24 Stunden lang im Sterili- 





sationsapparat quellen. Die ge- L @ 
quollenen Samen werden in Rea- m4 
gensrOhrchen = getan, die mit 
sterilem Nahragar (Hiltners Nahr- 
lésung + Agar unter Fortlassung Z 
der Stickstoffnahrung) beschickt #4 
sind, je eins in jedes. Dann wurde l 

der Samen mittels einer Platinése Abb. 1. 











II 


1 Virtanen u. v. Hausen, diese Zeitschr. 232, 1, 1931. 
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mit dem entsprechenden Kndéllchenbakterienstamm (aus Gelatinkultw 
genmptt. Der Samen bleibt auf der Oberflaiche des Nahragars liegen (J i 
Abb. 1). In den Reagensréhrchen l48t man die Samen keimen und zu 
kleinen Keimlingen auswachsen (JJ in Abb. 1). 


Abb. 1 (Fortsetzung). 


Die eigentliche Pflanzenziichtune. 


Eine Saugflasche oder eine Woulffsche Flasche von | bis 3 Liter Inhalt 
wird mit Hiltmers Nahrlésung (ohne Stickstoffnahrung) von py 6,5 ode: 
mit Quarzsand gefiillt, den man mit der Nahrlésung befeuchtet. Die Saug 
flasche wird durch einen Gummischlauch mit einem durch Gummistopfen 
verschlossenen, 2 bis 3 Liter fassenden Erlenmeyer-Kolben verbunden, de: 
destilliertes Wasser, Bromeresolpurpur als Indikator und die zur Erhaltung 
der Kultur bei px 6,5 erforderliche Menge NaOH enthalt. Aus diesem 
Kolben fiihrt ein diinnes, gewundenes, mit Watte gefiilltes Glasrohr nach 
auBen. Die Offnung der Saugflasche oder die Offnungen der Woul/fschen 
Flasche werden durch einen zusammengerollten Wattebausch verschlossen. 
der noch durch ein umgestiilptes Dekantierglas geschiitzt wird. Da- 
Flaschensystem wird als solches 20 Minuten lang bei 120° sterilisiert, ab 
gekiihIlt und in ein kleines Zimmer, wo die Luft mit einer Quarzlamy« 
sterilisiert ist, gebracht. 


Die zusammengerollten Wattebausche werden auf einer sterilen Metall 
unterlage geéffnet, aus dem Reagensréhrchen wird der Keimling mit der 
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inzette herausgenommen und aut den gedffneten Wattebausch gelegt 
III in Abb. 1), wonach derselbe wieder zusammengerollt wird, so dali nur 
in Teil des Keimlings oberhalb und sein Wurzelteil unterhalb der Watte 
sichtbar bleiben. Rasch setzt man dann den Wattebausch nebst der Pflanze 
gurick in die Offnung der Saugflasche oder Woulffischen Flasche, so dal 
die Wurzeln der Pflanze in die Lésung oder in Quarzsand hineinreichen 
7V in Abb. 1). 

Die Anordnung derartiger Pflanzenversuche bringt insofern er- 
hebliche Schwierigkeiten mit sich, als sich bei der Benutzung von 
Wasserkulturen zwar Wurzelknéllchen an den Wurzeln bilden, aber nur 
die dicht an der Fliissigkeitsoberflache und besonders die oberhalb 
davon befindlichen Knéllchen Stickstoff. in erheblicherem MaBe zu 
binden vermégen. Unter diesen Umstinden sammeln = sich keine 
nennenswerten Mengen von Stickstoffverbindungen in der Fliissig- 
keit an. Das geht deutlich aus den folgenden Versuchsergebnissen 
hervor (Tabelle 1). 

Tabelle i. 
Versuche mit Erbsen in einer Nahrlésung, enthaltend 0.25 ¢ KCl, 0.25 ¥ 
Ca,(PO,4).. 025g CaSO,.2H,O, 04g MgSO,.7H,C und 3 Tropfen 
5°,iger FeCl,-Lésung in 1000 com Leitungswasser. Versuche unter sterilen 
Bedingungen ausgefiihrt. Erbsensamen mit kraftigen Erbsenbakterien 
geimptt. pH 6.5. 





Cieaeee Trockengew icht N-Menge in N-Menge in 
der Pitlanzen den Pilanzen der Nahrlosung 
Nr. g mg mg 
1 0.9665 2.01 
2 1.4502 2.66 
3 1.0267 2,25 
4 1.8205 2,38 





Es versteht sich von selbst, daB unter diesen Verhaltnissen keine 
Nichtleguminosen ohne zugesetzte N-Nahrung zusammen mit den 
Leguminosen wachsen kénnen. Unsere Versuche mit Mischkulturen 
von Erbse und Gerste in sterilen Wasserkulturen haben dies auch 
deutlich gezeigt (Tabelle 11). 


Tabelle 11. 
Erbse und Gerste in derselben sterilen Kultur in einer Ndhrldsung ohne 
N-Nahrung. Der Erbsensamen mit Kndéllchenbakterien geimpft. pH 6.5. 
Wachstumsdauer 38 Tage. 





ce s N-Menge in N-Menge in 
Ptlanze Prockengewicht der Ptlanze der Nihrlisung 
g mg mg 
Erbse . . . 1.4857 43,66 9-9 
_ a : a2 
Gierste. . 0,052 1.65 = 
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Die Resultate zeigen deutlich, daB die Gerste nur unbedeutend 





















































































N-Nahrung aus den Wurzelknéllchen der Erbse erhalten hat. Dei le 
Gerstensame enthalt namlich selbst 0.7 mg N, wonach die Gerste nu . 
+ ’ = . il 
etwa lL mg N aus den Wurzelknéllchen der Erbse erhalten hat. " 
Um die Wurzelknélichen gehérig in Funktion zu bringen, haben wit m 
anstatt der Wasserkulturen sterilisierte Quarzsandkulturen verwendet Ve 
; bast : : La 
Hierbei diffundierten aus den Kndéllchen recht ansehnliche Mengen D 
Stickstoffverbindungen in den Sand heraus, wie aus den folgenden, mit at 
der Erbse angestellten Versuchen hervorgeht (Tabelle 111): ar 
lt 
Tabelle I11. 
Versuche mit Erbsen in N-freiem Quarzsand unter sterilen Bedingungen. i 
Erbsensamen mit kraftigen Erbsenbakterien geimpft. In jeder Flasche 
zwei Erbsen. pu 6.5. 
Wachstums- Trockengewicht N-Menge in N-Menge 
dauer der Erbsenptlanzen den Pflanzen im Sand 
Tage g mg mg 
58 4,6831 1408 126.4 
58 4.6438 144.5 87,2 
“4 Aus einer Menge derartigen Kulturen haben wir die in den Sand 
; i iibergegangenen Stickstoffverbindungen mit heiBem Wasser extrahiert 
it und auf diese Weise solche Mengen von diesen Stickstoffverbindungen 
pi 4 ansammeln kénnen, daB die Bestimmung der chemischen Natur der- 
Be} selben méglich geworden ist. k 
‘ Aus zehn Erbsenkulturen erhielten wir eine Lésung, welche nach s¢ 
BA Ansaiuern bis put auf 500 ccm eingeengt wurde. Die dabei aus- A 
? . Dee ee . 
“4 geschiedene Phosphatfallung wurde abfiltriert und gewaschen. Das h 
ee | = ~ ° 
ee klare Filtrat von 790 cem wurde zu folgenden Bestimmungen § an- A 
gewandt. W 
Der Total-N wurde nach Kjeldahl bestimmt. Wir fanden 61.5 mg N . 
in 100 cem Lésung. Den Amimo-N bestimmten wir nach ran Slyke. Nach A 
diesen Bestimmungen enthielt die Lésung 47,6 mg Amino-N pro 100 cem 
Losung oder 77,4°,, vom Total-N. Die /liichtigen Basen warden nach Zusatz d 
von 96° igem Alkohol und von Ca(OH), (alkalische Reaktion) im Vakuum f 
nach van Slyke! iiberdestilliert. Das Destillat enthielt nach Titration ‘ 
1.68 mg N berechnet fiir 100 cem Lésung oder 2.73°,, vom Total-N. Wenn v 
die fliichtigen Basen aus dem Destillat nach Zusatz von Ca(OH), wiede! st 
iiberdestilliert und dann mit Nesslers Reagens auf Ammoniak gepriitt a 
wurden, gab das Destillat keine Ammoniakreaktion. Die fliichtigen Basen , 
bestanden somit nicht aus Ammoniak, sondern wahrscheinlich aus fliichtigen 
Aminen. a 
8 









' Vel. Donald D. van Slyke, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeits- 
method. 1923, Abt. 1, Teil 7, S. 53. 
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Zur Bestimmung des Amidostickstofis wurde die Losung nach Alb 
iestillieren der flichtigen Basen, nach Filtrieren von iiberschiissigen Ca (OH ), 
ind nach Einengen im Vakuum mit so viel konz. Salzsaure versetzt. dal 
lie Lésung 20°,ig an HCl wurde. Nach |4stiindigem Kochen unter Riick 
lub wurde die Lésung im Vakuum auf geringes Volumen eingedampft. 
mit 96°,igem Alkohol und Ca(OH), (alkalische Reaktion) versetzt und im 
Vakuum destilliert. Das Destillat enthielt 2.19 mg Ammoniak pro LOO com 
Losung (auch nach Ness/er bestimmt) oder 3.30°, Amido-N vom Total-N 
Die hydrolysierte Loésung enthielt etwa dieselbe Menge Amino-N wie die 
urspriingliche Lésung, welche somit keine nennenswerten Mengen peptic 


artig gebundene Aminosauren enthielt. Melanon-N wurde 1.26.mg pro 
lo0cem Loésung gefunden, doh. 2.05°,, vom Total-N. 


‘aa . . . . . . ° 
Der Ubersichtlichkeit wegen sind die obigen Resultate in’ det 
Tabelle IV) zusammengestellt. 


Tabelle / [”. 





1) cem urspring- , 
I N vom Total-N 


N-Art licher Losung enthalt 
mg 

Gemmt-s. 1. ck ws 61,5 —_ 
Amino-N ...... 47.6 77.4 
Ammoniak-N 2... 0 0 
Beige-R . ww ts 2.03 3,30 
Flachtige Basen-N . . 1.68 2.73 
Melanin-N ..... 1,26 2.05 


Wie aus der Tabelle hervorgeht, bestehen die anus den Warzel- 
kndllchen der Lequminosen herausdiffundicrenden N-Verbindungen hau pt- 
stichlich aus Aminosduren. Die Menge der anderen N-Verbindungen 
Amide usw. ist sehr klein. Welche Aminoséuren in der Lésung 
hauptsachlich vorhanden sind, wissen wir noch nicht. Die Priifung auf 
Asparaginsdure gab negatives Resultat. Durch Aspartase! konnten 
wir namlich keine Ammoniakbildung in der Lésung bei py 7 fest- 
stellen. Uber die quantitative Bestimmung der Asparaginsaure mittels 
Aspartase werden wir spater naher berichten, 

Nach dem Nachweis, dali die aus den Wurzelknéllchen heraus- 
diffundierenden N-Verbindungen nur organische N-Verbindungen um- 
faBten, erweckte die Frage, ob die Nichtleguminosen diese Stickstoff- 
verbindungen ausniitzen kénnen, besonderes Interesse. Zwecks Ent- 
scheidung dieser Frage ordneten wir Kulturversuche mit einer Erbsen- 
und Gerstenmischkultur unter sterilen Bedingungen an, wobei der 
Erbsensamen mit Knéllchenbakterien geimpft wurde. Die Versuchs- 
anordnung war sonst die gleiche wie bei den friiher beschriebenen 
sterilen Erbsenversuchen, nur mit dem Unterschied, dab in derselhen 


' Vel. Virtanen u. Tarnanen, diese Zeitschr. 250, 193. 1932. 
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Flasche (einer dreihalsigen Woulffschen Flasche) sowohl Erbse wir 
Gerste wuchsen. Die Erbse wuchs aus einem Hals, die Gerste aus einem 
anderen heraus. Abb. 2 gibt eine gute Vorstellung von unserer Ver 
suchsanordnung. 

Weil der Quarzsand ebenso wie die Nahrlésung keine Stickstoft 
nahrung enthielt, mubte die Gerste unter unseren Versuchsbedingungen 
einzig und allein mit den aus den 
Wurzelknéllchen der Erbse herausdiffun 
dierten organischen  Stickstoffverbin 
dungen auskommen. Dab dies tat- 
sichlich der Fall war, erwiesen unsers 
Versuche besonders deutlich. 

Unsere Versuche erweisen, dab dir 
(erste mittels der aus den Wurzelknéllchen 
der Erbse erhaltenen organischen Stick- 
stoffnahrung ausgezeichnet gedichen ist. 
Schon die dunkelgriine Farbe — der 
Pflanzen zeigte an, dab die Gerste 
keinerlei Stickstoffmangel gelitten hatte. 
Im Sande wurden trotz der durch die 
Gerste  verbrauchten — Stickstoffmenge 


slik 
i 
ir. 
4 

Ma 


noch reichlich Stickstoffverbindungen 
gefunden. In dem ungeimpften Kon- 
trollversuch hingegen war kein eigent 
liches Wachstum erfolgt, denn der zu 
den Versuchen verwendete Erbsensamen 





enthalt nach unseren Bestimmungen 








pa 
Se = ™ , ne ; 
BS} 7.0mg N und der Gerstensamen0,7 mgN. 
eg / Abb. 2. Ungefahr die gleichen Stickstoffmengen 
aes ‘ Erbse und Gerste in derselben Flasche fanden sich auch in unseren Kontroll- 
mit N-freiem Quarzsand. is 
Erbsensamen geimpft mit Erbsen- pflanze n. 

bakterien. Durch diese entscheidenden Versuche 
haben wir nachweisen kénnen, dal 
die Nichtleguminosen die organischen Stickstoffrerbindungen, welch 
aus den Wurzelknéllehen der Leguminosen herausdiffundieren, auper- 

ay ° = " » ° ve 
ies ordentlich gut auszunutzen vermégen. Es ist offenbar, dab die Nicht- 


leguminosen, wenn sie mit Hiilsengewachsen in der Natur oder in 
Pat Kulturen zusammen wachsen, entgegen der friiheren Auffassung tat- 
Bef: sichlich derartige Verbindungen verwenden, ohne daB diese Verbin- 
dungen zunachst unter Bildung von Ammoniak und Nitraten zersetzt 

a werden miissen. 
Wir kommen damit auf die Frage der Stickstofferndhrung der 
Pflanzen. Schon friiher haben zahlreiche Forscher mittels steriler 
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Tabelle V. 


Erbse und Gerste in derselben sterilen Kultur in Quarzsand ohne Stickstoft- 
diingung. Der Erbsensamen mit Kndéllchenbakterien geimpit. pu 6.5. 
Wachstumsdauer 38 Tage. 


Versuch 1. 








‘ia N-Menge in N-Menge 

Pflanze rrockengewicht der Pflanze im Sand 
g mg mg 

Ierbse =~ * 1,462 45,2 SY.0 
Gerste. . .. 1,791 32,3 si 

Versuch 2. 

i P N-Menge in N-Menge 

Ptlanze lrockengewicht der Ptlanze im Sand 
g mg mg 
Erbse .... 2,048 62,16 77.4 
Gerste. . . . 1,6597 22.4 _ 


Versuch 3. 
Kontrollversuch. Versuchsanordnung sonst die gleiche wie oben, nur der 
Erbsensamen war wngeimpfet. 





sa P N-Menge in N-Menge 
Ptlanze lrrockengewicht der Ptlanze im Sand 
g mg mg 
Erbse . . . . 0.2970 6.4 1.0 
GeOreme. « .. 0.063 0.7 ’ 


Versuche zeigen kénnen, daB manche Pflanzen verschiedene organische 
Stickstoffverbindungen zu verwerten vermégen. Indessen hat man durch 
diese Versuche nicht dartun kénnen, daB die Pflanzen tatsachlich in 
der Natur organische Stickstoffverbindungen zu ihrer Ernahrung ver- 
wenden. Im Gegenteil hat man allgemein angenommen, da} nur die 
anorganischen Stickstoffverbindungen Bedeutung fiir die Pflanzen- 
ernihrung haben. So schreibt ja G. Alein', der den Wandel des Stick- 
stoffs in griinen Pflanzen besonders verdienstvoll untersucht hat, 
folgendermaBen: .,.Von allen Stickstoffverbindungen, die im Boden 
vorliegen, kommen fiir die Pflanzenernahrung praktisch wohl nur an- 
organische Verbindungen in Betracht. Alle organischen Stickstoff- 
quellen, absterbende Pflanzenmassen, Stalldiinger usw. werden erst 
durch die Tatigkeit der Bakterien und Pilze in anorganische Substanzen 
zerlegt.** 

In bezug auf die Stickstoffernahrung der Hiilsengewachse und der 
mit ihnen in Mischkulturen wachsenden Nichtleguminosen weicht unsere 
Vorstellung nun, wie aus dem oben Angefiihrten erhellt, von der all- 


Ergebn. d. Agrikulturchem. 2. 143, 19382. 


Biochemische Zeitschrift Band 258. 8 
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gemeinen Anschauung iiber die Stickstoffernahrung der Pflanzen er- 
heblich ab. Obgleich die aus den Wurzelknéllchen herausdiffundierenden 
organischen N-Verbindungen offenbar im Boden unter der Einwirkung 
der Bakterien leicht zerfallen, ist es doch auBerst wahrscheinlich, dab 
die Wurzeln der Nichtleguminosen, die in die unmittelbare Nahe der 
Wurzeln der Leguminosen sich erstrecken, diese organischen Stickstoff- 
verbindungen als solche, also ehe sie gespaltet werden, aufnehmen. 
Ferner ist anzunehmen, daB die Pflanzen in Kulturen, die reich an 
organischen Stickstoffverbindungen sind, besonders in sauren Moor- 
kulturen, wo die Spaltung der organischen N-Verbindungen langsam 
vor sich geht, organische Stickstoffverbindungen in groBem Mabstabe 
verwerten. Die Anschauung, daB nur den anorganischen Stickstoff- 
verbindungen in der Natur als Stickstoffnahrung der Pflanzen eine 
Bedeutung zukommt, fordert somit u. E. eine wesentliche Abianderung. 

Welche organischen Stickstoffverbindungen die Pflanzen in der 
Natur ausnutzen, ist noch in hohem MaBe unklar. Unsere oben be- 
schriebenen Untersuchungen tiber die Natur der von den Wurzel- 
knéllchen der Hiilsengewaichse abgegebenen Stickstoffverbindungen 
geben jedoch schon etwas Auskunft dariiber, was fiir Stickstoffver- 
bindungen hierbei in Frage kommen kénnen. 

Wir haben umfassende Versuche sowohl mit Hiilsengewachsen als 
mit Nichtleguminosen ausgefiihrt, um zu ermitteln, in welchem Umfang 
die verschiedenen Pflanzen in sterilen Kulturen bei konstantem py 
verschiedene Stickstoffverbindungen auszunutzen vermégen. Es ist nicht 
ganz leicht, SchluBfolgerungen aus derartigen Versuchen zu ziehen, weil 
sich die Pflanzen gegeniiber verschiedenen Stickstoffverbindungen je 
nach deren Konzentration verschieden verhalten. Die eine Stickstoff- 
verbindung wirkt in keiner Weise schadlich, selbst wenn ihre Kon- 
zentration relativ hoch ist, die anderen wiederum hemmen in diesem 
Falle das Wachstum vollkommen, selbst wenn sie in sehr geringen 
Konzentrationen auBerst vorteilhaft als Stickstoffnahrung der Pflanzen 
sein kénnen. Deshalb haben wir auch zwecks Klarung der Konzen- 
trationsfrage Versuchsserien mit verschiedenen N-Verbindungen aus- 
gefiihrt. Im allgemeinen hat es sich erwiesen, daB viele Pflanzen in 
Sandkulturen gegeniiber Konzentrationsschwankungen weniger emp- 
findlich sind als in Wasserkulturen. Deswegen haben wir auch in letzter 
Zeit angefangen, bei unseren Versuchen sterile Sandkulturen zu_ver- 
wenden. Beziiglich unserer Versuchsmethodik ist ferner zu erwahnen, 
da®B wir die Versuchspflanze unserer sterilen Kulturen erst im Bliih- 
oder Fruchtstadium geerntet haben. Wir haben niaimlich beobachtet, 
daB eine Pflanze vermittelst einer Stickstoffverbindung ihr Wachstum 
lebhaft beginnen kann, um jedoch vor dem Bliihen allmahlich zu ver- 
kiimmern. 
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Der eine von uns (Virtanen) hat die Ergebnisse unserer Unter- 
suchungen iiber die Stickstoffernahrung der Pflanzen auf dem Nordischen 
ChemikerkongreB zu Oslo am 28. Juni 1932 vorgelegt. Wir fiihren hier 
vier Versuchsserien an, welche das Verhalten von Rotklee, Erbse, 
Hafer und Weizen gegeniiber verschiedenartigen Stickstoffverbindungen 


beleuchten. 





I i Ifl 


Abb. 3. Rotklee in sterilen Sandkulturen. 


Il. N-Nahrung: K NO, 
Il. N-Nahrung: Asparaginséure 
Ill. N-Nahrung: Asparagin. 


Tabelle VI. 


Rotklee in sterilem Quarzsand, py 6.5. 





N-Menge in 


N-Nahrung Trockengewicht den Ptlanzen 
g my 
ee hes aoe wo 2.3288 50.0 
Asparaginsiure . . . . 4.4283 90.9 


Aeperegin 21... . 2.1082 43.82 
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Tabelle VII.) Versuche mit Erbsen in sterilen Sandkulturen, py 6.5. Wachs- 
tumsdauer 29 Tage. In jeder Flasche eine Pflanze. 





Trockengewicht N-Menge in N vom 
N-Nahrung der Pilanze der Ptlanze Trockengewicht 
g mg °F 

Meliomnitrat ...... 1.402 40,1 2.86 
Asparaginsiure . . . .. 1,474 40,0 2,71 
Ammoniumsulfat . . .. 1,102 34,0 3,09 
Hydrol. Casein 2... .. 0,972 32,1 3.30 
Carbamid . . oo ot lees 0,916 25.1 2,74 
re 0,540 13,0 2.41 
Ohne N-Nahrung .... 0,325 6,2 1,91 


Tabelle VIII. Versuche mit Gersten in sterilen Ndhrldsungen. py 6.5. 
Wachstumsdauer 31 Tage. In jeder Flasche eine Pflanze. 





Trockengewicht N-Menge in N vom 
N-Nahrung der Ptlanze der Ptlanze Trockengewicht 

g mg %o 

Kaliumnitrat ..... . 452.7 13,3 3,07 
Aeperagm ....... 422.5 16,9 4.0 
Ammoniumsulfat ... . 325.0 13,0 4.0) 
Hydrol. Casein . 2... . 106.0 5.5 5,2 
Asparaginsaure . . . . . | 49.0 1.9 3,9 
Ohne N-Nahrung .... 63,2 0.7 1,11 


Tabelle 1X. Versuche mit Weizen in sterilen Sandkulturen. py 6.5. Wachs- 
tumsdauer 40 Tage. In jeder Flasche eine Pflanze. 





Trockengewicht N-Menge in N vom 
N-Nahrung der Ptlanze der Ptlanze Trockengewicht 
g mg 05 

Kaliumnitrat ...... 2.1426 35,3 1,65 
Carbeamid. ....:+.- 1,6203 25,8 1.60 
a re 1,1410 16,4 1.44 
a ae ee 1.0689 16,1 1,51 
Hydrol. Casein... . 0.6963 12,3 1.77 
Ammoniumsulfat ... . 0,6926 19,3 2.79 
Asparaginsiure . .. .. 0,1126 3.7 3,29 
Ohne N-Nahrung ... . 0,1169 0,8 0,68 


Wie aus diesen Versuchsserien schon hervorgeht, ist das Verhalten 
der verschiedenen Pflanzen den verschiedenen Stickstoffverbindungen 
gegeniiber ein verschiedenes. Im allgemeinen haben wir beobachtet, 
daB die Asparaginsiure eine sehr geeignete Stickstoffnahrung fiir 
Leguminosen darstellt, fiir die untersuchten Gramineen hingegen taugt 
sie gar nicht. Das Asparagin wiederum ist fiir die Gerste auBerordentlich 
geeignet, fiir Leguminosen eignet es sich zwar auch, aber bei weitem 
nicht so gut wie die Asparaginsaure. 

Die Frage nach der Stickstoffernahrung der Pflanzen wird noch 
interessanter durch die vorbereitenden Untersuchungen, die wir hin- 
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sichtlich der Bildung von Vitaminen in den Pflanzen ausgefiihrt haben. 
Es hat sich nimlich herausgestellt, daB viele Pflanzen, die unter ganz 
gleichen Bedingungen geziichtet werden, erheblich gréBere Mengen 
Carotin sowie C-Vitamin enthalten, wenn sie mit Nitraten, als 
wenn sie mit Ammoniumsulfat gediingt werden. In den meisten 
Fallen steigt sowohl der prozentuale Carotin- als auch der C-Vitamin- 
gehalt der mit verschiedenen N-Quellen gediingten, Pflanzen beim 
Zunehmen des Ertrages. Demgema8 ist es nicht undenkbar, daB Carotin 
und C-Vitamin auch bei den Pflanzen Wachstumsfaktoren darstellen. 
Uber diese Untersuchungen werden wir in anderem Zusammenhang 
berichten. 
Zusammenfassung, 

Die friihere Beobachtung iiber das Herausdiffundieren von N-Ver- 
bindungen aus den Wurzelknéllchen der Leguminosen ist weiter ent- 
wickelt worden. In sterilen Sandkulturen mit Erbsen, welche mit 
Knéllchenbakterien geimpft waren, ist es gelungen, die herausdiffun- 
dierten N-Verbindungen in gréBeren Mengen anzusammeln und die 
chemische Natur derselben zu bestimmen. Es hat sich gezeigt, da diese 
N-Verbindungen hauptsichlich aus Aminosiuren bestehen. Amid- 
stickstoff kommt nur in geringen Mengen vor, ebenso fliichtige Basen, 
offenbar Amine: Ammoniak und Nitrate fehlen stets. 

In sterilen Sandkulturen mit Gerste und geimpfter Erbse in der- 
selben Woulffschen Flasche ohne zugesetzte N-Nahrung wichst die 
Gerste iippig mittels der aus den Wurzelknéllchen der Erbse heraus- 
diffundierenden organischen N-Verbindungen. Daraus kann man 
schlieBen, daB auch die Nichtleguminosen organische N-Verbindungen 
sehr gut verwerten kénnen, und daB sie tatsichlich in der Natur, 
wenigstens in Mischkulturen mit Leguminosen, diese Verbindungen 
verwerten. 

Die seit Liebig und Boussingault allgemein anerkannte Vor- 
stellung, daB nur anorganische N -Verbindungen fiir die héheren Pflanzen 
von Bedeutung sind, besteht somit nicht zu Recht, sondern erfordert 
eine grundsdtzliche Umdnderung. 

Sterile Kulturversuche mit verschiedenen Leguminosen, Gerste 
und Weizen, wobei verschiedene N-Verbindungen als N-Nahrung ge- 
prift wurden, haben gezeigt, daB groBe Unterschiede in der Fahigkeit 
verschiedener Pflanzen, beziiglich ihres Vermégens, verschiedene N-Ver- 
bindungen als N-Nahrung auszunutzen, festzustellen sind. Nitrate 
werden im allgemeinen gut verwertet, Ammoniumsalze von manchen 
Pflanzen dagegen schlechter. Von den organischen N-Verbindungen ist 
Asparaginsdure fiir die Leguminosen eine ausgezeichnete N-Quelle, 
fiir die Gramineen ist sie dagegen unbrauchbar. 
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Uber die Wirkungsweise des Eulerschen Z-Faktors. 


Von 
Karl Myrbiick und Henry Larsson. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 21. Dezember 1932.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Als Z-Faktor wurde ein in Hefenextrakt, Hefenautolysesaft, 
Saften und Extrakten aus vielen sowohl pflanzlichen als tierischen 
Zellen und Geweben vorkommender Stoff bezeichnet, der durch seine 
Wirkung auf die Garung Jebender Hefezellen charakterisiert ist (1). 
(Es bleibt zunichst unentschieden, ob fiir die beobachtete Wir- 
kung mdglicherweise mehrere Stoffe verantwortlich sind.) Die 
Garfahigkeit lebender Hefezellen gewisser Rassen in Zucker-Phosphat- 
lésung wird in Anwesenheit des Z-Faktors stark vergréBert, ohne daB 
in den in Betracht kommenden Zeiten ein Zuwachs (VergréBerung der 
Zellenzahl) der Hefe eintritt. Die Aktivierung ist oft eine sehr groBe, 
gewisse von uns untersuchten Hefen konnten maximal auf etwa die 
achtfache Girung aktiviert werden. Andere Hefen (Brauereiunterhefen) 
zeigten dagegen nur eine ganz kleine Aktivierung. [Meyerhof und 
Iwasaki fanden zwischen den von ihnen untersuchten Heferassen keine 
wesentlichen Unterschiede (2)]. 

Der Z-Faktor zeichnet sich durch eine ungewohnliche Stabilitat 
aus. Die Lésungen kénnen beliebig lange gekocht werden usw. Von 
den anderen bekannten Géarungsaktivatoren unterscheidet sich der 
Z-Faktor teils durch diese Stabilitat, teils dadurch, daB er auf lebende 
Hefe wirkt und angeblich auf Trockenhefe wirkungslos ist. 


Von verschiedenen Seiten wurden Versuche gemacht, den Z-Faktor 
mit bekannten Gérungsaktivatoren zu identifizieren. So wollte Kos- 
tytschew (3) die Wirkung des Hefenextraktes auf lebende Hefe auf Gehalt 
des Extraktes an Co-Zymase zuriickfiihren. (Die Co-Zymasewirkung 
wollte Kostytschew bekanntlich als eine Wirkung der Hefenextrakte auf 
die tiberlebenden Zellen der Trockenhefen erkliren.) Es gelang indessen 
leicht zu zeigen, da®B gereinigte Co-Zymase, auch in sehr groBen Mengen, 
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auf lebende (durch Z aktivierbare) Hefe v6éllig wirkungslos ist, wiahrend 
umgekehrt co-zymasefreie Z-Lésungen ohne jede Wirkung auf Apo-Zymase 
sind (4). Uber die Wirkungsweise des Aktivators Z sind wir sonst wenig 
unterrichtet. Aus der Untersuchung von Meyerhof und Iwasaki geht 
hervor, da Lésungen, die eine starke Beschleunigung der Gérung lebender 
Hefe hervorrufen, die Atmungsgr6Be der Hefe nicht wesentlich beein- 
flussen. Da der Unterschied zwischen anaerober und aerober Garung in 
Z-haltiger Lésung gréBer ist als in Zucker-Phosphatlésung, folgt, daB der 
Oxydationsquotient in Z-Lésung gréBer ist. Alles dies konnten wir vollig 
bestatigen. 

In der Literatur, z. B. in Hardens Monographie ,,Alecoholic fermenta- 
tion‘, wird angegeben, daB Z nur auf lebende Hefe einwirkt, nicht auf 
Trockenhefe oder dergleichen. Man scheint daraus im allgemeinen den 
SchluB ziehen zu wollen, daB die garungsaktivierende Wirkung von Z 
indirekt sein sollte. Man hat z. B. an eine Anderung der Permeabilitat als 
Grundursache gedacht. 


An einen Zusammenhang von Z mit den zuwachsbeférdernden 
Stoffen in Hefenextrakt usw. war auch zu denken. Zwar war ja schon 
in den ersten Untersuchungen tiber Z gezeigt worden, daB in den Ver- 
suchszeiten keine VergréBerung der Zellenzahl eintritt. Es wire aber 
nicht unmdéglich, daB eine allgemeine Stimulierung der Zelle, die sich 
zuerst in vergréBerter Gairung zeigt, sich auch allmahlich in be- 
schleunigter Zellenteilung iuBert. Es scheint uns aber, als stiitze man 
sich bei der Behauptung von der Unwirksamkeit von Z gegeniiber 
Trockenhefe auf ein ungeniigendes Versuchsmaterial. Bewiesen ist 
wohl eigentlich nur, daB Z auf die in diesem Laboratorium fiir die 
quantitative Bestimmung der Co-Zymase angewandte Apo-Zymase 
ohne Wirkung ist, also weder die Co-Zymase ersetzen, noch bei An- 
wesenheit von Co-Zymase eine weitere Aktivierung hervorrufen kann. 
Es ist hervorzuheben, daB die Hefe (Brauereiunterhefe Hb), die zur 
Herstellung der Apo-Zymase dient, auch in lebendem Zustande nur 
wenig von Z beeinfluBt wird, d.h. wie auch aus den direkten Be- 
stimmungen von Philipson (5) hervorgeht, geniigend Z enthalt. Nun 
sollte man zwar denken, daB die Aktivierbarkeit der Apo-Zymase 
durch Co-Zymase allein (-+- Mg + PO, + Zymophosphat) beweisen 
muB, daB Z fiir die Girung der Trockenhefe nicht notwendig ist. Man 
sollte mit anderen Worten erwarten, dafB die co-zymasefreie Apo- 
Zymase auch frei von Z sein sollte. Sicher ist dies jedoch gar nicht; 
auch sehr niedrigmolekulare Stoffe kénnen beim Waschen sehr stark 
zuriickgehalten werden, wie z. B. Mg durch diese unsere Apo-Zymase. 
Wir untersuchten also zuerst, ob unsere Apo-Zymase noch Z enthalt. 


Folgende Hefen wurden angewandt: Oberhefe R (PreBhefe), die in 
lebendem Zustande von Z sehr stark aktiviert wird. Trockenhefe halt 
beim Waschen die Co-Zymase zuriick. Brauereiunterhefe Hb wird 
wenig von Z aktiviert. Trockenhefe kann leicht durch Waschen von 
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aller Co-Zymase befreit werden. Sie dient zur Herstellung der Apo- 
Zymase. Zu den Géarungsversuchen werden 2g Hefe R in 20 cem 
Wasser suspendiert, das 10°, Glucose und 1°, Phosphat von py = 5,3 
enthalt. 1 cem der Suspension wird mit 1 cem Z-Lésung bzw. Wasser 
versetzt. CO, volumetrisch tiber Hg gemessen. 

Der Gehalt an Z der Trockenhefe Hb wird in einem Kochsaft von 
5g Hefe in 50 ccm Wasser bestimmt. Von der aus dieser Hefe her- 
gestellten Apo-Zymase wird 1g mit 10cem Wasser kurz gekocht. 
Garungsversuch : 

Tabelle 1. 





cem CO, im Giarungsversuch nach 


Zusatz ‘ee gms os = eg 

15 Min. 30 Min. 45 Min. 75 Min. 

Olme Zasts . . swt ce cee 1,3 2,5 3,6 5,8 
is . de aeil. on tad bes tia Saeed 1,3 2.4 3,4 5.6 
0,1 cem Kochsaft aus Trockenhefe 2,0 3,2 4,7 7,9 
10 , o - n 2,3 4,1 6.6 12,2 
o1 . 5 » Apo-Zymase 1,7 2,9 4,4 7,2 
2 i ‘ v 2,1 3,8 6.0 10,0 


Die Apo-Zymase, die vollkommen frei von Co-Zymase ist, enthalt 
also noch rund zwei Drittel des Z-Aktivators. Wenn Z also tiberhaupt 
bei der Trockenhefegaérung eine Aufgabe hat, so zeigen die Versuche, 
daB er auch in den Apo-Zymasepraiparaten in ausreichender Menge 
vorkommt. Daf beim Waschen der trockenen Hb-Hefe mit kaltem 
Wasser Z nur langsam und unvollstandig in Lésung geht, zeigen auch 
folgende Versuche: 5g Trockenhefe wurden 4 Stunden mit 250 cem 
Wasser in der Maschine geschiittelt. Das klare Filtrat wurde auf 50 cem 
eingeengt. Parallelversuche mit Kochsaft: 5 g derselben Hefe -+- 50 cem 
Wasser. 

P Tabelle Il. 





Garungsgeschwindigkeit : 


Zusatz 
ecm CO,/Std. 


0,1 cem Extrakt ....... 
05 =, - : 

0,1, Kochsaft . 

05 , ‘ 


. 


HD Ornrorer 
Oo mMwore 


Auch bei diesem langen Waschen, wo sicher auch schon Autolyse 
eingetreten ist, ist nur etwa die Halfte des Z in Lésung gegangen. Noch 
weniger konnten wir aus der trockenen R-Hefe mit kaltem Wasser in 
Lésung bringen. Es ist also sehr wohl méglich, daB auch die Trocken- 
hefen des Z-Faktors bediirfen oder jedenfalls durch ihn aktiviert werden, 
da sie auch nach Waschen geniigend davon enthalten. 
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Wir untersuchten zuerst, ob unsere Trockenhefen bei der gewohn- 
lichen Ausfiihrung der Versuche durch eine gegeniiber frischer R-Hefe 
wirksame Z-Lésung aktiviert werden. Die angewandte Z-Lésung war 
durch Quecksilbersulfat- und Kupfer-Kalkfallung gereinigt und mehrere 
Stunden gekocht. Zu den Versuchen mit Trockenhefe wurde gemischt: 

0.2 ¢ Hb- bzw. R-Trockenhefe, 
0,1 g Glucose, 
0,5cem 10°,ig. Phosphatpuffer, pu 6.4, 


15 ., Wasser bzw. Z-Lésung. 


Tabelle Ill. 





cem CO, nach 


; 15 Min. 20 Min. 25 Min 30 Min. 40 Min. 50 Min 
Hb 1,6 3,2 5.3 7,2 9.0 11.2 
Hb+Z 1,6 2,9 4,2 5.5 7.4 9.0 
R 7,6 10,5 13,6 16,2 18,7 
Ri+-Z 7,2 10,8 13,8 16,6 18,0 


Von einer Aktivierung ist nichts zu sehen, eher ist im Versuch mit 
Hb-Hefe eine kleine Hemmung oder Verlingerung der Induktion 
bemerkbar. 

Bei den weiteren Versuchen waren Ergebnisse iiber die Aktivierung 
lebender R-Hefe in verschiedenen Konzentrationen durch gegebene 
Mengen von Z leitend. Wir fanden nimlich (bei Versuchen tiber die 
Méglichkeit, eine Einheit der Z-Menge auf Grund der Aktivierungs- 
versuche zu definieren), daB die Aktivierung durch eine gewisse Menge 
Z-Lésung stark mit der Hefemenge variiert, so daB die Z-Wirkung bei 
kleinen Hefemengen relatiy viel gréBer ist. Beispiel: 2 g Glucose und 
unten angegebene Mengen frischer R-Hefe in 25 cem Wasser, davon 
leem + leem Wasser bzw. Z. 


Tabelle IV. 





Garungs- 
geschwindigkeit 
eem COs, Std. 


Prozentische 
Aktivierung 


0.5 g Hefe H,O 0,32 1000 


J 3,6 

1,0 ¢ Hefe H, O 1,4 300 
Z 5,6 

2,02 Hefe H, O 3,8 127 
Z 8,6 

4,0 ¢ Hefe Hy, 0 8.4 72 


Z 14.4 
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Dieses Ergebnis kann vielleicht damit zusammenhangen, daB die 
Garungen in dem angewandten Apparat zwar in Gegenwart von Luft 
stattfinden, jedoch, wie besondere Versuche zeigen, im wesentlichen 
als anaerob anzusehen sind. Je kleiner die Hefemenge, um so hervor- 
tretender wird aber auch die parallel verlaufende Atmung sein, worauf 
die mangelnde Proportionalitat zwischen Garungsgeschwindigkeit und 
Hefemenge beruhen diirfte. 

Mit den Hefemengen 1 bzw. 4g wurden Versuchsreihen mit ver- 
schiedenen Z-Mengen angestellt. 


Tabelle V. 





Z 1g Hefe 4g Hefe 
Gurungsgeschwindigkeit G&rungsgeschwindigkeit 

— 1,75 8,5 

0,02 3,15 9,4 

0,05 4,05 ag 

0,1 | 54 14,5 

0,2 6,05 18,7 

0,3 6,0 17,9 

0,5 2,65 6,7 


Die Kurven zeigen, daB die maximale Aktivierung bei derselben 
Z-Konzentration eintritt. Die prozentuale Aktivierung ist aber iiberall 
sehr verschieden, d.h. bei der kleinen 





yet Hefemenge viel gréBer. 

- Diese und ahnliche Versuche lieBen 

- es denkbar erscheinen, daB bei sehr 
Rn kleinen Hefemengen auch im Falle 
ae von Trockenhefe eine Einwirkung des 
S Z-Faktors gefunden werden kénnte. 


Dabei wurde indessen selbstversténd- 
lich notwendig, die wirklich anaerobe 
Gairung zu untersuchen bzw. Gérung 
und Atmung getrennt zu studieren. 
In den folgenden Versuchen wurde 
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Abb. 1. also mit dem Warburgschen Apparat 

nach bekannter Methode gearbeitet. 

Temperatur wie in den obigen Versuchen 30°. Zu jedem Versuch, 

wenn nicht anders gesagt wird, 10mg Hefe und 10mg Glucose in 

2ccem 1%ig. Phosphatpuffer. px in den Versuchen mit lebender Hefe 

5,3, in den Trockenhefeversuchen 6,3. Garung und Atmung werden 
angegeben durch Kubikmillimeter CO, bzw. O, pro Stunde. 
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Tabelle VI. 
Frische R-Hefe. 





ecmm 
ee a ae 63 
Garung in Stickstoff . ee 479 
Garung in Luft und n, 1000 KON . 485 
ere rs 276 


(KCN-Lésung wurde selbstverstindlich neutralisiert.) 


123 


Die aerobe Garung ist also unter maximaler Zufuhr von Sauerstoff 
sehr klein; der Oxydationsquotient nach Meyerhof ist etwa 4,5. 
mit diesen Versuchen wurden Halbmikroversuche mit der zehnfachen 
Hefemenge in unserem gewoéhnlichen Apparat angestellt. 


Tabelle VII. 


Parallel 





ecem CO, nach 





_ KCN-~ we 

Konzentration 15 Min. 30 Min. 60 Min. 85 Min. 130 Min. 
0 0,8 1,8 83 4.8 8,3 
n/1000 12 23 3,7 49 8.1 
n/400 1,3 27 4.5 5,7 8.8 
n/200 1,3 2.5 46 | 59 8.6 
n/100 0,8 1,7 3.3 | 4,7 7.8 
n/40 0.5 1,0 18 | 24 4,0 


200 Min. 


13,9 
13,5 
14,3 
13,5 
12,8 

74 


Die Versuche bestitigen also das Ergebnis, daB die Giairungen in 


unserem Halbmikroapparat praktisch anaerob verlaufen. 


U 


brigens 


geht aus der Versuchsreihe die dupferst geringe Empfindlichkeit dieser 


Gdrung gegen KCN hervor. 





In einem folgenden Versuch wurde nun die Einwirkung einer 
vorgereinigten Z-Losung auf die Hefe untersucht. 
Tabelle VIII. 
emm 
Garung in Luft .... 40 51 60) 91 100 111 202 244 275 
Garung in Luft+Z. . 73 159 | 279' 447 542 #636 857 S98 406 
Girung in Stickstoff . . 110 216 310 448 530 621 1030 1230 1400 
Garung in Stickstoff+ Z 1190 249 443 761 925 1120 1560 1650 1680 
Atmung in Luft. . . . 63 135 200/276 318 363 570 675 775 
Atmung in Luft+Z.. 23 58 111/190 243 315 452 487 505 
Min. 15| 30) 45 65 75 99 150 180] 210 
Diese und ahnliche Versuchsreihen zeigen, daB die Aktivierung 


durch Z sowohl bei der aeroben wie bei der anaeroben Garung beob- 
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achtet werden kann. Sie ist bei der aeroben Garung prozentual viel 
groBer. Auf die Atmung hat Z, wie schon Meyerhof und Iwasaki fest- 
gestellt haben, nur einen unbedeutenden EinfluB. Zwar kommt in dem 
angefiihrten Versuch die Atmung in Z-haltiger Lésung etwas spater 
in Gang, zwischen 15 und 90 Minuten verlaufen aber die Kurven voll- 
kommen parallel. In der Z-haltigen Lésung hért dann die Atmung 
allmahlich auf, was indessen darauf beruht, daB infolge der starken 
Garung aller Zucker verbraucht ist. In folgendem Versuch wurde 
auBerdem die Aktivierung in Anwesenheit von KCN untersucht. 


Tabelle IX. 





cmm emm emm 

Aerobe Garung ..... 28 77 119 
Aerobe Girung+Z .. . 390 742 960 
HCN-Garung ...... 407 979 1470 
HCN-Garung +7... . 707 1740 1980 
a ee 260 566 940 
Atmung+Z...... 259 468 575 
Min. 60 159 270 


Wie die anaerobe Garung in Stickstoff, so wird auch die Garung 
in Luft in Anwesenheit von n/1000 KCN durch Z in etwa demselben 
MaBe aktiviert. Die Atmung wird dagegen kaum beeinfluBt. 

Eine kleine Versuchsreihe iiber die Einwirkung verschiedener 
KCN-Konzentrationen auf die Garung in Luft sei hier angefiihrt. 


Tabelle X. 





emm CO, 





Normalitit von KCN — 


nach 60 Min. nach 120 Min. 
0 160 430 
0,001 650 1170 
0,002 640 1260 
0,005 580 1090 
0,0125 430 810 


Wir gehen jetzt zu unseren Versuchen mit Trockenhefe iiber. 
Die Garungsversuche sind in genau derselben Weise ausgefiihrt, zu 
jedem Versuch 10 mg Trockenhefe. Bei Versuchen mit Trockenhefe 
mu beachtet werden, daB Phosphatkonzentration, Zuckerkonzentration, 
pa usw. einen viel gréBeren EinfluB auf die Gairung haben kénnen als 
in Versuchen mit lebender Hefe. Bei den von uns untersuchten Hefen 
zeigt sich dies in enormem Grade bei der Unterhefe Hb (s. unten). Bei 
der Hefe R ist gliicklicherweise der EinfluB einer Variation der ge- 
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nannten Faktoren nicht groB. Zwar muB py auf die optimale Reaktion 
von 6,3 bis 6,6 eingestellt werden (6), was ja ohne Schwierigkeit ge- 
schehen kann. Die Phosphatkonzentration hat dagegen nur einen 
kleinen EinfluB, ebenso die Zuckerkonzentration. Besonders wichtig 
ist, daB bei der trockenen R-Hefe keine Induktion vorkommt. (Bei 
der Hb-Hefe ist die Erscheinung der Induktion auBerst stérend.) Da 
aus der trockenen R-Hefe Co-Zymase usw. nicht auswaschbar sind, so 
treten bei diesen Versuchen auch nicht die Komplikationen zutage, die 
darauf beruhen, daB wichtige Stoffe aus der Trockenhefe gelést werden 
und sich in der Fliissigkeit verteilen. 

Wir bestimmten also zuerst die Atmung und Garung der Trocken- 
hefe R, durch Trocknen an der Luft aus der gesiebten PreBhefe dar- 
gestellt. 200 mg Trockenhefe wurden in 20 cem 1°,ig. Phosphat puffer 
von Pu 6,4 suspendiert, davon zu jedem Versuch leem ~— Ll cem 
Zusatz. 

Tabelle NI. 





emm CO, bzw. Oy nach 


Zusatz Gasraum 

20 Min. 30 Min 65 Min 

— (Kigengirung, aerob) .. . . Luft 0 0 0) 
(Migenatmung). . ..° .. Luft 22 40) 83 

10 mg Glucose (Aerobe Garung) Lutt 179 239 367 
10 mg Glucose (Anaerobe Garung) No 520 757 1030 
10 mg Glucose in n LOO00 HON . Luft 462 658 1040 
10 mg Glucose (Atmung). . . . Luft 174 291 706 


Beim Vergleich mit der frischen Hefe finden wir, da das Trocken- 
gewicht der PreBhefe 30°, betrug, folgende Anfangsgeschwindigkeiten : 


Tahelle XII. 





Frische R-Hefe Trockene ’-Hefe 


Aerobe Girung . 2... . 219 540 
Anaerobe Garung .... . 1630 1560 
a ere 920 700 

Oxydationsquotient: 4.6 4.5 


Durch die Trocknung der R-Hefe ist also die anaerobe Garung 
zur wenig geschwacht worden. Starker herabgesetzt ist die Atmung. 
und als dadurch bedingt ist wohl der Anstieg der aeroben Garung an- 
zusehen, da sich der Oxydationsquotient kaum geandert hat. 


Die Einwirkung einer vorgereinigten und langere Zeit gekochten 


Z-Lésung auf die aerobe Gairung und Atmung der trockenen R-Hefe 
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wurde nun untersucht. 0,2 g¢ Trockenhefe — 0,2 g Glucose in 20 cem 
1°, ig. Phosphatpuffer. Davon 1 cem + 1 cem Zusatz. 


Tabelle XIII, 





emm CO, bzw. Og nach 


Zusatz - noi 

30 Min. 60 Min. 110 Min. 

— (Aerobe Garung). . aaa 239 370 511 
0,1 com Z (Aerobe Girung) Rises 219 442 781 
1.0 cem Z (Aerobe Girung) . . . . 617 1440 1640 
(Atmung) . . , SEN Meee 279 600 1120 
Ol com Z ( Atmung) A eae ae 221 534 1360 
1,0cem Z (Atmung) ....... 206 465 1240 


Wir finden also, besonders bei der gréBeren Z-Menge, eine sehr 
starke Aktivierung der aeroben Garung. Die Atmung ist wenig beein- 
fluBt worden. Die anfaingliche Hemmung der Atmung ist nicht groB und 
verschwindet auBerdem allmablich. 

Hier war zum ersten Male eine deutliche Einwirkung des Z-Faktors 
auf die ,,.Zymase* gezeigt worden. Es galt also, die Bedingungen der 
Aktivierung naher zu untersuchen und vor allem festzustellen, ob sie 
nicht etwa durch andere Faktoren als Z bedingt sein kénnte. In der 
folgenden Versuchsreihe wurde eine in anderer Weise  hergestellte 
Z-Losung untersucht. Dieselbe Versuchsanordnung. 


Tabelle XIV. 





emm CO, nach 


Zusatz 
15 Min. 30 Min. 45 Min. 60 Min, 90 Min. 120 Min. 
159 300 390 460 565 620 
Ol eem Z 350 690 L099 1530 - - 
ot « & 340 670 1059 1499 - — 
os. & 320 630 1030 1480 — 
05 ~. £ 290 580 950 1350 — - 
is. £ 130 320 479 760 1330 1950 


Auch mit dieser Z-Lésung finden wir also dieselbe starke Akti- 
vierung der Trockenhefe. Die volle Aktivierung ist schon mit 0,1 cem 
Z-Losung erreicht. GréBere Mengen der Z-Lésung hemmen nicht. Bei 
einer Menge von 1 cem tritt auch keine Verminderung der schlieBlichen 
Garungsgeschwindigkeit ein, wohl aber dauert es linger als gew6hnlich, 
bis die maximale Geschwindigkeit erreicht wird. 

Obgleich es wenig wahrscheinlich war, daB die angewandten, vor- 


gereinigten Z-Lésungen Phosphat oder Magnesium enthalten, haben 
wir nicht unterlassen, die Einwirkung von Variation der Phosphat- 
konzentration und Zusatz von kleinen Mengen Magnesiumsalzen zu 








hh 


bi 


fi 








“cm 


ehr 
‘in- 
ind 


ors 
der 

sie 
der 
llte 


Kti- 
om 
Bei 
en 
ch, 


‘or- 


pen 
at- 
Zu 





ard 


Wirkungsweise des Eulerschen Z-Faktors. 2% 


untersuchen. In keinem Falle konnte aber eine Aktivictung der Girung 
hervorgerufen werden. 

Untersucht wurde nun weiter, ob die Aktivierung durch Z auch 
bei der anaeroben Garung der trockenen R-Hefe zu beobachten ist. 


Tabelle NV. 
0,2 g¢ Trockenhefe + 0.2 g Glykose in 20 cem Phosphatpufter, 
davon lcem — |lcem Zusatz. 





emm CO, nach 


Zusatz Gasraum 
10 Min. 20 Min. 60 Min. 120 Min 
- Ny 200 389 1241) 177) 
i re No 370 680 1999 2050 
nl0OOOHCN. 2... Lutt 220) 380 1120 1460 
n/L00O0 HC N+ 1 cem Z Luft 340 650 2030 2060 


In beiden Fallen finden wir also die starke Aktivierung durch Z 
wieder. Dieselbe Z-Lésung wurde angewandt wie in der vorigen 
Versuchsreihe (Tabelle XIV). Wir kénnen also die Aktivierung der 
aeroben und der anaeroben Garung durch dieselbe Z-Lésung vergleichen. 
Die Geschwindigkeit der Atmung ersehen wir aus Tabelle XVI. 


Tabelle XVI. 





Ohne Z Mit Z 
Aerobe Garung ....... 600 1400 
Anaerobe Garung ...... 1800 2220 
Ds Se ee OR 600 465 
Oxydationsquotient. . . . .. 6.0 5.4 


SchlieBlich haben wir mit einem vorgereinigten Z-Praparat paralle| 
frische R-Hefe und daraus hergestellte Trockenhefe untersucht : 

a) Frische Hefe: 2 g Hefe +- 2 g Glucose in 20 cem 1° jig. Phosphat- 
puffer, davon 1 cem zu jedem Géarungsversuch. 


Tabelle XVII. 





eem CO. nach 


Zusatz : : oe aoe " COs, Std. 
15 Min. 30 Min. 45 Min. 60 Min. 75 Min. 90 Min. 2 
- O85 215 3,2 4,25 53 6.4 4.25 
- 1 16 285 4,1 5.3 6.4 7.55 4,7 
0.02 cem Z 1.8 3.3 4.75 615 7.6 9.1 58 
0.05 Z 1,95 3S 5.65 7.35 9.05 10.8 7.0 
Os » & 2,1 4.05 615 S84 10.5 12.6 8.55 
on . £ 2.25 4.25 6.6 9.1 11.25 13,7 9.45 
os... £ 2.15 42 6.5 9.1 11.8 14,35 10,15 
Se « 2 2.1 4.1 6,55 9.3 12.0 14.75 10.65 
a. 2.5 465 71 98 12.7 15.75 11.10 
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b) Trockenhefe: 0,2 g Hefe + 0,2 g Glucose in 20 cem Phosphat- 
puffer, davon 1 cem. 
Tabelle XVIII. 





emm CO, nach 





Zusatz cmm CO, Std 
5 Min. 20 Min. 30 Min. 75 Min. 

— 48 212 339 539 680 
0,002 cem Z 64 229 371 613 740 
001 . Z 60 265 426 779 850 
01 »o $2 3580 615 1130 1230 
1,0 » & 97 427 686 1330 1370 


In der Abb. 2 findet man die zwei Kurven, die die Abhangigkeit 
der Aktivierung von der Z-Menge darstellen. Die Kurven verlaufen 
so auffallend ahnlich, daB kein Zweifel bestehen diirfte, daB wir es in 
beiden Fallen mit derselben Erscheinung zu tun haben. 

Wir wollten nun auch in derselben Hinsicht die trockene Unterhefe 
Hb untersuchen. Wir sind aber hier Verhaltnissen begegnet, die es 
schwierig machen, eine eventuelle Einwirkung von Z_ festzustellen. 
Immerhin glauben wir, da gewisse von unseren Beobachtungen iiber 
Mikrogérungen mit dieser Trockenhefe Interesse beanspruchen kénnen. 

In unserem gewoéhnlichen Garungsapparat mit 0,2 g Trockenhefe 
in 2 cem zeigen die Trockenhefen Hb und R etwa dieselbe Garfahigkeit. 
Beispiel: In allen Versuchen 0,2 g Hefe + 0,1 g Glucose. In den mit 
PO, bezeichneten Versuchen 0,5 ccm einer 10°,ig. Phosphatpuffer- 
lésung von pu 6.4. In den mit Z bezeichneten Versuchen 0.5 ccm 
einer gegeniiber lebender R-Hefe auBerst aktive Z-Lésung. Uberall 
Wasser zu 2cem Totalvolumen. 


Tabelle XIX. 





ecm CO, nach 


Nr. 

15 Min. 20 Min. 25 Min. 30Min. 40 Min. 50 Min. 
1 —- 1,6 1.8 22 2,5 3.0 3.6 
2 PO 1.6 8.2 5.3 7.2 9.5 11,2 
g || Hefe Hb | z , 16| 18; 20; 22| 26 | 380 
4 POG+ Z 1.6 29 4,2 5.5 7.4 9.0 
5 — 7.6 10.7 13.5 16.0 18.3 _- 
6 Hefe R | PO, 7.6 10,8 13.6 16,2 | 18,7 - 
7 lefe Kh | Z 7.0 10.6 13.5 16.9 16.8 i 
S Z+PO, 7.2 108 138 166 18,0 _ 


Die Versuche 1, 2, 5 und 6 sind in der Abb. 3. veranschaulicht. 
Zwischen den Hefen finden wir bedeutende Unterschiede. Auf die 
trockene R-Hefe wirkt z. B. das Phosphat kaum ein, auf //b-Hefe stark. 
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Die trockene Hb-Hefe gart, wie wir auch friiher oft festgestellt haben, 
ohne Phosphat nur sehr langsam. Dies hingt damit zusammen, dab 
die Hb-Hefe stark Zucker mit Phosphorsiure verestert, so dali in der 
Lésung groBe Mengen von Hexosediphosphorsaure angehauft werden, 
was bei der R-Hefe nicht eintritt. Bei der R-Hefe findet man keine 
Induktion, auch nicht bei sehr kleinen Hefemengen. Bei der Hefe Hb 
ist die Induktion schon in den obigen Versuchen merkbar und wird 
bei kleineren Hefemengen, wie wir sehen werden, unter Umstanden 
sehr groB. Sieht man von der Induktion ab, so ist in phosphathaltiger 
Lésung die Garungsgeschwindigkeit der beiden Hefen etwa dieselbe. 
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Abb. 2. Abb. 3. 


Man hatte erwarten kénnen, daB dies auch bei den Mikroversuchen 
mit 10 mg Trockenhefe der Fall seia sollte. Es kann aber auch vorher- 
gesehen werden, daB bei der Hb-Hefe, wo gewisse Bestandteile, wie z. B. 
die Co-Zymase, in Wasser leicht in Lésung gehen, die Géarungs- 
geschwindigkeit nicht der Hefemenge proportional sein muB.  Altere 
Versuche zeigen auch, daB bei Makroversuchen die Verminderung der 
Hefemenge eine zu starke Abnahme der Garungsgeschwindigkeit bedingt. 

Wir machten in dem Warburg-Apparat Versuche mit 10mg der 
trockenen Hb-Hefe. Weder ohne noch mit Glucose konnte cine mef- 
bare Gairung oder Atmung beobachtet werden. Zusatz von Phosphat- 
oder Z-Lésung anderte daran nichts. Ebensowenig trat unter an- 
aeroben Bedingungen oder in Anwesenheit von HCN eine Garung 
ein. Nun zeigt die Hb-Hefe (und besonders die daraus gewonnene 
Apo-Zymase) oft die Erscheinung der sogenannten Induktion, die 
durch Zusatz von kleinen Mengen Hexosediphosphorsiure aufgehoben 
werden kann. Wir machten also eine Anzahl von Versuchen unter 
Zusatz von Hexosediphosphorsaure. Auch die Phosphatkonzentration 
wurde variiert. Unter keinen Umstanden trat indessen in mabigen Zeiten 
eine Garung ein. Da nun die Trockenhefe in grober Konzentration 
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(0.2 g in 2ccm) ohne weiteres gart, so miissen wir schlieBen. daB sie 
losliche Substanzen enthalt, die fiir den Eintritt der Garung notwendig 
sind. 2g trockene Hb-Hefe wurden in 10 cem kochendes Wasser ein- 
geruhrt, abgekihlt und filtriert. Im folgenden Garversuch wurde 
die Wirkung dieses Extraktes gepriift: 0.2 g Hb in 10 cem 2.5°, ig. 
Phosphatpuffer — 1 g Glucose. Davon 0.5 cem — 1.5 ccm Zusatz. 


Tabelle XX. 





emm (QO, nach 





Zusatz = 
60 Min. 120 Min. 240 Min. 300 Min. 380 Min. 400 Min. 420 Min 
leem Extrakt . .... 0 0 49 70 474 676 912 
l com Extrakt + 0,5 eem 
mieou BON 4. 0) 0 52 80 645 880 1115 


Hier kommen also die Garungen nach einer Induktion von etwa 
5 Stunden in Gang. Die schlieBlich erreichte Garungsgeschwindigkeit 
ist aber die berechnete. Die Garung in Anwesenheit von HC N ist nicht 
stirker als die ohne HCN, wie auch erwartet werden konnte, da die 
Trockenhefe Hb nicht atmet. 

Wir untersuchten nun weiter, ob wahrend der Garung der Glucose 
durch grobe Mengen von Hb-Hefe lésliche Stoffe entstehen, die die 
Garung von kleinen Hefemengen auslésen. 1g Hefe ~— 0.5 g¢ Glucose 
+ 2,5cem 10°, Phosphat — 7,5cem Wasser wurden bei 30° geschiittelt. 
Die Garung setzte beinahe unmittelbar ein. Nachdem etwa 10°, der 
Kohlensaure entwickelt worden war, wurde zentrifugiert und das 
Zentrifugat kurz aufgekocht. Im Mikrogérungsversuch fanden wir: 


Tabelle X XI. 





emm CO, nach 


15 Min. 35 Min. 45 Min. 105 Min 


Hh + Glucose + Phosphat ... . 0 0 0 0 
Hb + Glucose + Phosphat + 1 eem 
ee ae 127 342 445 1059 


Unter EinfluB dieses Extraktes tritt also die Garung beinahe ohne 
Induktion ein. Es wurde dann untersucht, wann wahrend der Garung 
die induktionsaufhebenden Stoffe entstehen. 20 g Hb-Hefe — 10 ¢ Glu- 
cose in 200 ccm 2° ig. Phosphatpuffer bei 30°. Die CO,-Entwicklung aus 


einer herausgenommenen Probe von 2 cem wurde bestimmt: ..Makro- 


versuch’. Zu verschiedenen Zeiten wurden Proben herausgenommen, 
kurz aufgekocht und filtriert. .,Mikroversuche** mit 10 mg Hb-Hefe 
wurden dann unter Zusatz von 0.5 cem der Filtrate ausgefiihrt. 
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Tabelle XXII. 





Minuten: 0 15 30 40 60 1050 160) 300 480 
com COs: i) 0.2 ON 3.3 8,2 11 14 18 21 


Makroversuch 


emm CQO, im Mikro- { 60 Min. 0 0 87 288 379 264 222 164 92 
versuch nach | 120 Min. O O- 307 859 909 700 626 548 344 














Q 
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Abb, 4. 


Das Resultat ersieht man am besten aus der Abb. 4. Die héchste 
Wirkung der Extrakte (gestrichelte Kurven) kommt also genau zu 
der Zeit, wo die Garkurve des Makroversuches den Knickpunkt hat, 
der bekanntlich darauf beruht, daB zu diesem Zeitpunkte aller Zucker 
baw. alle Phosphorsiure verestert ist. Die kleinere Garungsgeschwindig- 
keit im Makroversuch nach diesem Knickpunkt der Kurve wird durch 
die Geschwindigkeit der Reaktion bestimmt, durch welche aus der 
Hexosediphosphorsaure freier Zucker wieder entsteht. Das Ergebnis 
des Versuches ist also, daB die Aufhebung der Induktion teilweise auf 
der Anwesenheit von Hexosediphosphorsaure in den Filtraten beruht ; 
dies war ja auch das, was man nach Meyerhof u. a. erwarten konnte. 
DaB die Wirkung der Extrakte nur teilweise der Hexosediphosphor- 
siiure zugeschrieben werden kann, zeigen die Versuche mit aus Kan- 
diolin hergestellter Hexosediphosphorsiure, die ganz ohne Wirkung ist. 
Mehrere Praparate von Zymophosphat wurden hergestellt und gepruft, 
aber ohne Resultat. In den erwahnten angegorenen Losungen miissen 
also Stoffe vorkommen, die neben der Hexosediphosphorsaure fiir das 
Zustandekommen der Garung notwendig sind. Wir konnten feststellen, 
daB die induktionsaufhebende Wirkung der Lésungen durch Kochen 
stark erniedrigt wurde, und zwar in Zeiten, wo noch keine wesentliche 
Zerstérung der Hexosediphosphorsiure hatte eintreten konnen. Es lag 
nahe, daran zu denken, daB der Gehalt der Extrakte an Hexose- 
diphosphorsiure und Co-Zymase ihre Wirkung bedingt. Es wurden 


also Mischungen von 0,6°, Zymophosphatlésung und Extrakt aus 
Trockenhefe Hb !,, untersucht. lomg Trockenhefe — Phosphat 
Glucose. 
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Tabelle XXIII. 
emm CO, nach 

Zusatz ~ 
80 Min 90 Min. 120 Min. 180 Min 
1 cem Extrakt Or eee eee ee 0 0 0 0 
t 4 " + 0,1 cem Zymophosphat 37 54 111 300 
 « m +05 , = 122 179 391 840 
0,5, = + O05 , a “ 120 300 600 
Ot. es +05 , iz 0 0 0 0 
0.5, Zymophosphat 0 0 0 0 


Die Mischungen von Hefeextrakt und Zymophosphat haben also 
eine Wirkung. Vollstandig aufgehoben ist die Induktion aber nicht. 
Dies kénnte vielleicht auf dem relativ geringen Co-Zymasegehalt des 
Extraktes (etwa 20 Co-Einheiten pro Kubikzentimeter) beruhen. Es 
wurden also Versuche mit gereinigter konzentrierter Co-Zymase an- 
gestellt, und zwar mit einem Praparat, das urspriinglich ACo — 100000 
gehabt hatte, durch lange Aufbewahrung aber etwas an Aktivitat ab- 
genommen hatte. Zu den folgenden Versuchen wurden weiter angewandt : 


1°.ige Zymophosphatlésung, 


Hefenextrakt: 2g Hb mit 10 cem Wasser 2 Stunden gekocht und 


filtriert, 


eine gereinigte Z-Lésung. 





Tabelle XXIV. 
emm CO. nach Min. 
1 30 45 60 75 120 150 8195 240 © =300 360 
Hb 4+- 0.5 Zymophosphat . - 0 — 0 - o oO 90 0 
Hh + B0Co .. jit @ _ o} = 0 oO oO () 
Hb + 0,5 Zymophosphat 
+3Co.. . ie 0 - 0 — 0 30 48 8 
Hb +05 Zy mophosph: it 
420Ce ... -j|—! 0 10 - — 84 142 216 310 
Hb ~ 9, 5 Zymophosphat 
+30Co .. ; 6 24 — — 146 224 361 554 
Hb + 0.5 Zymophosphat 
+100Co... . | 0:12 33 52) 88 254 397 
Hb + 0.5 Zymophosphat 
+1009Co+05 7 .. 10 37 78 1385 195 429 610 


Hb + 05 Zymophosphat 
+ 100Co +05 Extrakt 18 66 158 
Hb + 0.5 Zymophosphat 


+ 0.5 Extrakt : 7 16 26 
Hb +05 Zymophosphat 

+300Co.. . | 9 24 76 
Hb + 0.5 Zy mophosphat 

+ 300 Co+05 7 .. 37 84 162 


280 415 784 99S 


46 62 137 209 
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Wir sehen also, daB durch Zusatz von Zymophosphat und sehr 
groBen Mengen von Co-Zymase (100 bis 300 Co) erreicht werden kann, 
da} die Gairung mit voller Geschwindigkeit beinahe sofort einsetzt. 
Vgl. in Abb. 5 die ausgezogenen Kurven fiir verschiedene Co-Zymase- 
mengen. Die Wirkung der gereinigten Co-Zymase kann erhéht werden 
sowohl durch lange Zeit gekochten Hefeextrakt wie durch gereinigte 
Z-Losung. Ob die Wirkung dieser Lésungen auf einer wirklichen 
Aktivierung der Garung oder auf einer Auft- 








hebung der Induktion beruhen, ist jedoch ian aan ee as a ae 
unentschieden. Jedenfalls findet man, da} 500 . 
bei dieser Versuchsanordnung die Wirkung — g yy J 
roher Hefenextrakte gréBer ist als die = § S 
. “Ta ‘ aS 300 | NY 
einer entsprechenden Menge gereinigter Co- “>, 
: : . Sa 
Zymase. Eine solche Erscheinung tritt bei & cof, 
den Makroversuchen mit 200 mg Hefe 100 i 
. % . 4 sen | 
nicht zutage. Uberraschend groB sind Ps ee a a a a 
6 Fe] ] 

weiter die Mengen Co-Zymase, die not- Stunden 
wendig sind. Waihrend bei unseren ge- Abb. 5. 


wohnlichen Versuchen zur quantitativen 

Bestimmung der Co-Zymase Mengen von 1 bis 10 Co-Kinheiten in 
Anwesenheit von Zymophosphat sofort die normale Gairungsgeschwindig- 
keit von 1 bis 10 cem CO, pro Stunde geben, ist hier bei einem Zehntel 
der Hefemenge die 10 bis 100 fache- Co-Zymasemenge notig. 

Wir haben diese Versuche iiber Mikrogarungen mit der Unter- 
hefe Hb etwas ausfiihrlicher beschrieben, weil sie unserer Ansicht nach 
ein gewisses Licht werfen auf die abweichenden Resultate beziiglich 
der Wirksamkeit von Co-Zymase und anderen Stoffen auf die Garung, 
die von verschiedenen Forschern erhalten sind. Nicht nur, daB sich 
selbstverstindlich die angewandten Hefen sehr verschieden verhalten 
kénnen, sondern bei einer und derselben Hefe kinnen mit verschiedenen 
Versuchsanordnungen Resultate erhalten werden, die einander oft 
scheinbar widersprechen. 


Literatur. 
1) Euler u. Swartz, H. 140, 146, 1924; Euler u. Myrbdck, H. 141, 297, 
1924. 2) Meyerhof u. Iwasaki, diese Zeitschr. 226, 16, 1930. 3) Kos- 
tytschew, Medwedew u. Kardo-Sysojewa, H. 168, 244, 1927. 4) Myrbdck 


u. Euler, H. 176, 258, 1928. 5) Philipson, H. 198, 181. 1930. 6) M yrbdck, 
H. 139, 30, 1924. 
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Uber die Adsorption von a-Amylase aus Malz an Stirke. 


Von 
Oskar Holmbergh. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 21, Dezember 1932.) 


In einer fritheren Arbeit! habe ich gezeigt, wie man die nach der 
Theorie Ohlssons? in Malz vorkommenden zwei Amylasen durch Sorption 
an Starke trennen kann. Die dort angegebene Methode ist spater weiter 
ausgearbeitet worden, indem die Einwirkung gewisser Faktoren naher 
geprift wurde. 

In Mischungen von beiden Amylasen wird die Wirkung der «-Amylase 
durch Priifung der Farbung der Reaktionsmischung mit Jod nach ver- 
schiedenen Zeiten festgestellt. 35 ccm Wasser wurden mit 1 Tropfen n/10 
Jodlésung und danach mit 1ccm der Reaktionsmischung versetzt und 
die Farbenainderungen iiber blauviolett, violett, rotviolett, rot, rotgelb, 
gelbrot bis gelb verfolgt. Die Reaktionskolben enthielten 5 ccm 3 n Acetat- 
puffer (py 5,2), 25 cem Starkelésung (Merck) und Enzym bei einem Gesamt- 
volumen von 50 cem, Temperatur 30°. Zur Bestimmung der Maltose wurden 
Proben von 5ccm herausgenommen. Sie wurden in 5cem Jodlésung 
einpipettiert. Dann wurde nach Willstdtter und Schudel* weiter verfahren. 


1. Herstellung der Wasserausziige. 


Wird zermahlenes Darrmalz wie gewoéhnlich im Verhaltnis 2 g Malz 
pro 10 cem Wasser wihrend 2 bis 3 Tagen extrahiert, so geht beinahe 
alles Enzym in Lésung. Die Lésungen werden aber sehr reich an Maltose, 
von der sie 5% und mehr enthalten, so daB die Verzuckerungsfihigkeit, 
Sf.s90 kaum einen Wert von 0,2 erreicht. 

Die Gegenwart von Maltose ist bei der selektiven Adsorption von 
a-Amylase notwendig, aber die Konzentration mu8 niedrig sein, da bei 
groBer Maltosekonzentration die Sorption wieder kleiner wird. Durch 


1 Holmbergh, Arkiv fér Kemi 11 B, Nr. 4, 1, 1932. 
2 Ohlsson, C.r. Lab. Carlsberg 16, Nr. 7, 1926. 
3 Willstdtter u. Schudel, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 51, 780, 1918. 





ise 
er- 
10 
nd 
lb, 
s- 
it - 
en 
ng 








O. Holmbergh: Adsorption von «-Amylase aus Malz an Starke. 135 


Extraktion von Malz mit der fiinffachen Menge Wasser wiahrend 
10 Minuten erhalt man Extrakte, bei der die Eigenreduktion pro Kubik- 
zentimeter Lésung 1,3 mg Maltose entspricht, die nach 40 Minuten 
langem Extrahieren auf 1,4 mg gesteigert wird. Schon nach 10 Minuten 
sind beinahe 85°, der bei mehrtigiger Extraktion erhaltenen Enzym- 
ausbeute extrahiert. Man kann deshalb mit Vorteil die kurze Extrak- 
tion von 10 Minuten anwenden, und da es nun hauptsichlich die im 
Malz vorgebildete Maltose ist, welche den Zuckergehalt der Lésung 
bestimmt, so ist, wie ich gefunden habe, eine Extraktion von 15 g Malz 
mit 100 ccm Wasser zweckmafig, weil dabei eine fiir die Sorption 
passende Maltosemenge in Lésung geht. Diese Lésungen haben 
Sf.s90 == etwa 0,3. Auch Lésungen, die durch kurzdauernde Extraktion 
erhalten sind, enthalten viel EiweiB. Einige von den stickstoffhaltigen 
Stoffen haften sehr stark an dem Adsorptionsmittel und sind schwer 
durch die alkoholisch-wasserige Waschfliissigkeit abzutrennen. Wie es 
scheint, ist es mir aber gelungen, fast ohne Aktivitatsminderung den 
gréBten Teil der eiweiBartigen Verunreinigungen durch Aussalzen zu 
beseitigen. Diese Methode muB aber in bezug auf einige Einzelheiten 
nachgepriift werden. Sie wird deshalb jetzt nicht mitgeteilt. 


2. Das Adsorbens. 


Die gewéhnliche Reisstiirke des Handels wird als Adsorptions- 
mittel verwendet. Die Stiickchen kénnen direkt zugesetzt werden, aber 
die Adsorptionsfihigkeit ist, wie erwartet werden konnte, von der 
K6érnergréBe abhangig. Dies diirfte aus folgender Versuchsreihe hervor- 
gehen. Der Malzauszug wurde mit 95°,igem Alkohol bis zu 30 Vol.-°, 
versetzt. Nach Abzentrifugieren des Niederschlages wurde mit 30 °,igem 
Alkohol auf eine Maltosekonzentration von etwa 0,48°, verdiinnt. 


Adsorptionsmischungen : 


I. 20cem Lésung und ein Stiick Starke von 0,5 g. 


oe re »» » 0.5g im Morser sehr sorgfaltig pulverisierter 
Starke. 

III. 20 ,, 2 :» 0,5 gim Morser mit Glaspulver zerriebener Stiirke. 

IV. 20 ,, - » 0,5¢g Starke Il, durch dichte Seide gesiebt. 


Die Koérnergr6éBe nach Sieben war etwa 2 bis 4. Nachdem das 
zugesetzte Stirkestiickchen aufgelockert war, wurden simtliche 
Mischungen 1 Minute geschiittelt. | Adsorptionszeit 10 Stunden im 
Eisschrank. Nach Abzentrifugieren des Adsorbates wurde 1 cem der 
Restlésung zu jeder Reaktionsmischung gegeben. Bei simtlichen 
Sorptionsversuchen wurden Parallelproben ohne Stirke dieselbe Zeit 
aufbewahrt, dies, um den EinfluB etwaiger Enzymzerstérungen auszu- 
schalten. 
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Tabelle I. 


Parallelversuch ohne Starke. 





Maltose 














Min. Farbe mit Jod 
mg 
10 5.5 violett 
45 23.4 gelb 
Restlisung I Restlisung II 
5 Maltose — 1. a Maltose 
Min. faltone Farbe mit Jod Min. faltose Farbe mit Jod 
mg mg 
10 5,4 violett 10 5,2 violett 
45 22.0 rot 45 21.4 rotviolett 
60 — gelb $2 _ gelb 
Adsorbierte «-Amylase: 
25 % 45% 
Restlisung II Restlisung IV 
Maltose ae he ia. “ye REED 
Min. faltoos Farbe mit Jod Min. faltose Farbe mit Jod 
mg mg 
10 5,3 violett 10 4.9 blauviolett 
45 21,9 rotviolett 45 21,2 rotviolett 
68 — zelb 92 aa gelb 
Adsorbierte a-Amylase: 
34°, 51% 


In Probe IIT waren nahe 40%, der abgewogenen Stairkemenge Glas- 
pulver. Diese Probe ist folglich nicht direkt mit den anderen vergleich- 
bar. Wie man aus der Tabelle I findet, wird die Adsorptionsfihigkeit 
durch Pulverisieren und Sieben der Starke verdoppelt. 


Bei den Adsorptionsversuchen lassen sich die relativen Mengen 
von a- und 8-Amylasen berechnen. In Probe II findet man z. B., wenn 
man die Verminderung der Reduktion der Berechnung zugrunde legt, 
eine Sorption von etwa 9,5 °%. Aber aus den Zeiten, die notwendig sind, 
damit die Reaktionsmischung gelbe Jodfairbung gibt, findet man, dab 
45 %, der x-Amylase adsorbiert worden sind. Daraus folgt, daB in dieser 
Lésung (30° Alkohol enthaltend) 21% der Amylasewirkung, durch 
Reduktion gemessen, auf die x-Amylase kommen. Die relativen Mengen 
der beiden Amylasen sind in den Rohausziigen andere, weil durch 
Zusatz von Alkohol zu 30 Vol.-°% ein relativ «-amylasereicher Nieder- 
schlag entsteht. 








Jod 


lod 
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3. Abhingigkeit von der Alkoholkonzentration. 

Um die Einwirkung der Alkoholkonzentration zu priifen, wurde 
Malzauszug bei 75°,iger Alkoholkonzentration gefallt und der Nieder- 
schlag in vier Teile geteilt, die mit Alkohol von verschiedener Kon- 
zentration behandelt wurden. Die erhaltenen Lésungen wurden dann 
mit Alkohol von entsprechender Konzentration verdiinnt, bis sie beinahe 
gleiche Zeit bis zur Gelbfirbung der Reaktionsmischung durch Jod 
brauchten, wie die mit 50°,igem Alkohol gewonnene Lésung. Darauf 
wurden die Lésungen mit Maltose zu 0,4°, versetzt.  25cem der 
Lésungen wurden dann mit je 0,5 g Starke versetzt und im Eisschrank 
wihrend 22 Stunden in Ruhe gelassen. | cem zur Reaktionsmischung. 


Tabelle 11. 





Alkohol- -arallelversuc , lac = sorption. 
konzentration ' a a —_ _— Fore et Adsorbierte c-Amylase 
Vol.-%Jo Gelbfairbung mit Jod mit Jod | 
20 80 121 34 
30 72 187 61,5 
40 75 520 85,5 
50 71 2700 > FF 


Kine geringe Adsorption findet auch bei einer Alkoholkonzentration 
von 10°%, statt, aber diese diirfte wegen der kleinen Ausbeute keine 
Bedeutung bekommen. Dagegen ist es von grober Bedeutung, dab 
die Adsorption aus 20%, iger Alkohollésung eine ziemlich gute Ausbeute 
gibt, weil man verdiinnte Malzausziige mit Alkohol zu 20°, versetzen 
kann, ohne daB enzymhaltige Niederschlige erhalten werden. Hierdurch 
kann ein wirklicher Wert der relativen Mengen der beiden Malzamylasen 
in Lésung erhalten werden. 

Aus Tabelle I] geht weiter hervor, wie die Adsorption mit der 
Alkoholkonzentration gesteigert wird. Fiir die erste Adsorption aus 
Rohausziigen hat Arbeiten bei hohen Alkoholkonzentrationen nicht 
immer einen Vorteil, weil die entstandenen Niederschlige reich an 
a#-Amylase sind. Die erste Adsorption diirfte deshalb am besten bei 
einer Alkoholkonzentration, die 40°, nicht iiberschreitet, stattfinden. 
Nachdem die x-Amylase durch einmalige Adsorption gereinigt aber 
gewohnlich noch nicht vollstandig einheitlich —- ist, kann man Adsorp- 
tionen bei Alkoholkonzentration von 40 bis 50°, vornehmen und gute 
Ausbeute erhalten. Ein Uberschreiten von 50%, ist zu vermeiden, weil 
die dann entstehenden Niederschlige die Hauptmenge der x-Amylase 
enthalten. 

4. EinfluB der Enzymkonzentration. 


Malzauszug wurde mit 95°,igem Alkohol bis zu 40 Vol.-°, versetzt. 
Nachdem der Niederschlag sich abgesetzt hatte, wurde zentrifugiert. 
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Die Maltosekonzentration der Lésung war dann 0,9%. Nun wurden 
Portionen der Lésung mit 40 °,igem Alkohol, der 0,9 ° Maltose enthielt, 
verdiinnt, so daB die Konzentrationen der Enzyme sich wie 10: 5:2: 1 
verhielten. 20 ccm dieser Lésungen wurden dann mit je 1 g Starke 
versetzt, 1 Minute geschiittelt und darauf 16 Stunden im Eisschrank 
aufbewahrt. 


Tabelle I11. 





z 


| Parallelversuch ohne Nach der Adsorption. 


Relative Enzym- | Adsorbierte «-Amylase 


atest asc di | Galina wit Jet Min. ae pe a 
10 33 55 40 
5 65 161 60 
2 164 1550 etwa 88 
1 335 2880 88 


” 


Aus der Tabelle III ersieht man, daB die Enzymkonzentration 
einen groBen Einflu8 auf die Adsorption hat. (Bei der langen Reaktions- 
zeit bei Enzymkonzentration 1 nach der Adsorption war zu vermuten, 
da eine Enzymzerstérung hatte eintreten kinnen. Ich machte deshalb 
eine Parallelprobe mit der doppelten Enzymmenge, die 1360 Minuten 
bis zur Gelbfarbung der Reaktionsmischung mit Jod brauchte. Der 
Unterschied ist 1°, und dirfte innerhalb der Fehlergrenze liegen.) 


5. EinfluB der Maltosekonzentration. 


Um Lésungen mit derselben Enzymkonzentration, aber mit 
wechselnden Maltosemengen zu erhalten, habe ich ausgefalltes Enzym 
mit 40% igem Alkohol extrahiert und darin Maltose zur gewiinschten 
Konzentration gelést. 20 cem der Lésungen wurden mit je 1 g pulveri- 
sierter Stirke versetzt und wahrend 18 Stunden im Eisschrank auf- 
bewahrt. 


Tabelle IV. 








Konzen- Parallelversuch ohne Starke Restlisung nach der Adsorption, sdsorbiertes 
tration der e«-Enzym 
Maltose Min Maltose Farbe Min. Maltose Farbe ; 
0/9 . mg mit Jod mg mit Jod Fp 
0,2 | 2 25,2 gelb 29 23,7 rot 
50 28.1 gelb 42 
0,4 29 25,0 es 29 23,7 rot 
50 27,9 gelb 42 
1,0 29 - 24,3 ~ 29 23,8 rot 
46 27,2 gelb 37 
3,0 29 23,8 * 29 23,1 rot 
40 26,0 gelb 27,5 
5,0 29 23,5 - 29 23,3 rotgelb 


35 25,2 gelb 17 
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Aus der Tabelle IV geht hervor, daB die Konzentration der Maltose 
einen bedeutenden EinfluB auf die Adsorption hat. Um gute Ausbeute 
zu erhalten, muB man dies beachten. Deshalb ist bei Herstellung von 
Malzausziigen eine Extraktionsdauer von 10 Minuten den lingeren 
vorzuziehen. Es mu weiter betont werden, da die Anwesenheit der 
Maltose bei dieser Adsorptionsmethode notwendig ist, um selektive Adsorp- 
tion zu erreichen; sonst werden beide Enzyme adsorbiert. 


6. Die Abhingigkeit vom py. 

Ein Auszug aus Malz (dreitagige Extraktionszeit) wurde mit 
95°%,igem Alkohol versetzt, bis die Konzentration 40°, war. Nach 
Zentrifugieren wurden 20ccm mit 5cem Acetatpuffer (im Gebiet 
pu 6,5 bis 7,65 Phosphatpuffer) von verschiedenem py und je | g Stirke- 
pulver gemischt, 1 Minute geschiittelt und dann 15 Stunden bei 20° 
aufbewahrt. Die Konzentration der Maltose > 3°. 





Parallelversuch ohne Restlésung nach der Ad- 
Pu Stirke. Min. zur Gelb- sorption. Min. zur Gelb- 
firbung mit Jod firbung mit Jod 
7,65 40 40 
7,15 39 42 
6,5 38 41 
5,7 38 41 
52 38 42 
4,7 42 44 
4,0 152 107 


Aus den bei diesen Versuchen erhaltenen Ergebnissen lassen sich 
folgende Schliisse ziehen. Wie aus der Zusammenstellung ersichtlich 
ist, ist die erhaltene Adsorption durchweg unbedeutend. Eine aus- 
gesprochene Differenz im Adsorptionsgrad laBt sich im py-Gebiet 7,65 
bis 4,7 nicht feststellen, ebensowenig wie in diesem py-Gebiet erhebliche 
Anderungen in der Wirkung des Enzyms zum Vorschein kommen. 
Bei pu = 4,0 tritt schon Aktivititsverminderung (bzw. Enzym- 
zerst6rung) ein. Wie der entsprechende Sorptionsversuch zeigt, wird 
durch Starke infolge deren Schutzwirkung diese Hemmung wesentlich 
vermindert. 

7. Einflu8 der Temperatur. 


Bei den Adsorptionsversuchen, die im vorhergehenden Kapitel 
beschrieben worden sind, wurde eine schlechte Adsorptionsausbeute 
erhalten. Dies beruht teils auf der ungiinstigen Konzentration von 
Maltose und Enzym, aber am meisten auf der Adsorptionstemperatur. 
Es hat sich nimlich gezeigt, daB bei niedrigen Temperaturen die Adsorp- 
tion sehr gesteigert wird. Als Beispiel werden hier zwei Parallelversuche 
angegeben, wo die Adserption bei 20 und 0° geschah. Die Flaschen 
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mit den Adsorptionsmischungen wurden bei resp. Temp. 15 Stunden 
aufbewahrt. Maltosekonzentration 0,6°,. Alkoholkonzentration 40%. 








Min. zur Gelbfarbung der 

Reaktionsmischung . . 42 46 Ys 
Adsorbierte «- Amylase 

In ‘ SS ; a 4 5S 


Gewohnlich habe ich, um gute Adsorptionsausbeute zu erhalten, 
die Adsorptionsmischungen tiber Nacht im Eisschrank stehengelassen, 
wo die Temperatur auf etwa 0° gesunken war. Die notwendige Adsorp- 
tionszeit ist aber bedeutend kiirzer. In folgender Reihe z. B. wurden 
die Adsorptionsmischungen nur J] Stunde bei — 9, 0 bzw. — 10° auf- 
bewahrt. Gimnstige Konzentrationen von Enzym und Maltose (0,3°,). 
05g gesiebte Starke zu 50 ccm. 








Restlésang nach Restlisung nach Restlisung na 
, Adsorption bei Adsorption bei Adsorption t 
on ’ 0 -10 
Min. zur Gelbfarbung . . $2 390 500) 1230 
Adsorbierte «-Amylase 
in eth Se Maal Ge Ll ee 3 79 s+ 93 


Wie aus den letzten Zusammenstellungen hervorgeht, wird der 


Adsorptionsgrad durch niedrige Temperaturen sehr gesteigert. 
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Uber die Umwandlung des Cytochromspektrums in Bierhefen. 


Von 
Hermann Fink und Emil Berwald. 


(Mitteilung aus der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen.) 
(Eingegangen am 21. Dezember 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Vor kurzem! haben wir iiber die Klassifizierung und Unterscheidung 
von Kulturhefen mit Hilfe des Cytochromspektrums berichtet. Die 
Ergebnisse dieser Untersuchung, die in ihren ersten Anfangen auf den 
Aufenthalt des Verfassers (H. F.) im Fulerschen Laboratorium zuriick- 
reicht, waren im wesentlichen die folgenden: 


..Bei der Untersuchung des Cytochromspektrums einer gréBeren Zahl 
von Kulturhefen verschiedener Rasse und Herkunft hat sich eine Gruppie- 
rung in folgende zwei Grundtyvpen (vgl. Abbildung 1) ergeben: 

1. Hefen mit typischem, vierbandigem Spektrum = des reduzierten 
Cytochroms (a 604 mu, b 564 mu, ¢ 549 mu, d % 532 bis 512 mu). 
Nach ihrem wichtigsten Vertreter, der Backerhefe, wurde dieser Typus 
der Backerhefentypus genannt oder auch als Atmungshefentypus  be- 
zeichnet, da er den Hefen zukommt, in deren Stoftfwechsel wiahrend der 
Propagierung die Atmung eine wichtige Rolle spielt. 


Bacherhere 











Brauerethere 


cnenenigiing —_ 
650 600 550 = Smt 


Abb. 1. Cytochromspektrum in Hefen. 


2. Hefen mit unvollstandigem., meist zweibandigem  Cytochrom- 
spektrum (b + ¢ = 568 bis 444 muy, d 534 bis 514 my). Dieser Typus 
wurde nach den Hauptreprisentanten, den Brauereihefen, als Brauerei- 
hefentypus bezeichnet oder Garungshefentypus, da die zugehorigen Hefen 
so gut wie ausschlieBlich die Gairungsfunktion zu verrichten haben. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 210, 197, 1982. 
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Die Spektren der beiden Typen wurden beschrieben und die Unter- 
schiede hervorgehoben; ferner wurde iiber die MeBergebnisse an eine! 
Reithe von Hefen der verschiedenen Carungsgewerbe berichtet. Wahrend 
zur ersten Gruppe auBer der Backerhefe noch als Nichtkulturhefen 
die Kahmhefen gehéren, sind zur zweiten Gruppe die untergarigen und 
obergarigen Bierhefen. die Brennereihefen. die Weinhefen und anders 
garungstechnisch weniger wichtige Hefen zu zahlen. Die Ursachen der 
spektralen Verschiedenheit wurden in physiologischer wie chemischet 
Hinsicht zu deuten versucht. 

Der Cytochromfaktor, der als ein einfaches Ma fiir den Cytochrom- 
gehalt vorgeschlagen wird, lag bei den Backerhefen durchschnittlich doppelt 
so hoch wie bei den Brauereihefen. Eine spontane Umwandlung des einen 
Spektraltypus in den anderen gelang mit einer gegebenen Hefeprobe unter 
physiologischen Bedingungen nicht, da die Art des Cytochromspektrums 
als eine Folge der jeweiligen Ziichtungsbedingungen zu betrachten ist. 
Dagegen war die Umziichtung unter den anderen Wachstumsverhaltnissen 
bei sehr kleiner Hefeaussaat moéglich. und zwar sowohl in der einen wie in 
der anderen Richtung. 

Die Leichtigkeit, mit der die Uberfiihrung vonstatten geht. war abet 
fiir die einzelnen Heferassen verschieden. Backerhefe lieB sich relativ 
leicht bei mangelndem Luftzutritt in eine Hefe mit unvollstandigem Cyto- 
chromspektrum umziichten, 

Wahrend umyekehrt Brennereihefen und Weinhefen. bei starkem 
Luftzutritt geziichtet, leicht das vierbandige Spektrum bekamen, konnte 
Umziichtung in dieser Richtung bisher bei den Brauereihefen noch nicht 
erreicht werden. Fiir die Klassifizierung im technischen Sinne wurde das 
Spektrum als mabgebend betrachtet, das eine Kulturhefe unter den iiblichen 
Bedingungen des betreffenden Garungsgewerbes besitzt. 


Die Unterscheidung der Hefen des Handels z. B. in Fallen von 
Vertauschung oder Vertalschung der wertvolleren Backerhefe (PreBhefe 
nach dem Liiftungsverfahren) mit der billigeren Bierhefe mit Hilfe des 


Cytochromspektrums diirfte wegen ihrer einfachen und raschen Ausfiihr- 
barkeit sehr brauchbar sein.** 

Diese Ergebnisse sind in der Zwischenzeit erginzt und erweitert 
worden, 

Wie erwahnt, ist uns die Uberfiihrung von Bierhefen, sowohl ober- 
girigen wie untergarigen mit zweibandigen Spektren, in Hefen mit 
dem vierbandigen Spektrum bisher nicht gelungen. 

Auch neuerdings haben wir Reinkulturen von verschiedenen Bier- 
hefen unter starker kontinuierlicher Sauerstoffdurchperlung aus 
Chamberlandkerzen angestellt, aber zunachst wieder mit praktisch 
negativem Erfolg. Obwohl dabei die mineralsalzhaltige Zuckerlésung, 
die mit Malzausztigen und Hefewasser versetzt war, nur mit einer Ose 


geimpft worden war, so daB eine méglichst starke Neubildung von 
Zellsubstanz unter aeroben Verhaltnissen stattfand, verriet in der 
geernteten Hefe, lediglich zwischen der Doppelbande 6 — c, eine schwache 
Aufhellung, die aber nur in sehr diinner Hefeschicht zu erkennen war, 
den beginnenden UmwandlungsprozeB, wahrend der fiir den Atmungs- 
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typus charakteristische Streifen im Rot erst in sehr dicken Hefe- 
schichten und da noch sehr undeutlich erkannt werden konnte. 

Die Vervollstandigung der Umwandlung in den Atmungstypus 
durch 6ftere Wiederholung des Hefeliiftungsversuches mit der jeweiligen 
Ernte st6Bt auf Schwierigkeiten in bezug auf die Sterilhaltung. Die 
in der PreBhefefabrikation bekannte Cherwucherung der Kultur- 
hefe durch luftliebende Kahmhefen, die an und fiir sich ein vier- 
bandiges Spektrum haben und dadurch die Umwandlung vortauschen 
wiirden, tritt auch leicht im Laboratoriumsversuch in Erscheinung. 





Abb. 2. 


Die Uberfiihrung von Brauereihefen in den Backerhefentypus 
konnte nun aber dennoch auf einfachere und sichere Weise verwirklicht 
werden durch langdauernde, reine Kultivierung unter natiirlichem 
Luftzutritt in groBen, flachen Schalen bei geringer Tiefe des Nahr- 
substrates. 

Die Kulturmethode, die auch bei Arbeiten mit Reinkulturen von 
aeroben Organismen, wie Kahmhefen, Schimmel!pilzen u. a. in unserem 
Institut gute Dienste geleistet hat, besteht darin, daB grofe, runde 
Petrischalen von 25 bis 30cm Durchmesser mit Wattefellen  iiber- 
spannt und dann sterilisiert werden (vgl. Abbildung 2). Um das Ein- 
tauchen des Wattefelles zu vermeiden, ist iiber die Offnung der Schalen 
ein Kreuz aus diinnen Aluminiumblechstreifen gelegt. Die Enden der 
Blechstreifen sind umgekantet. Auf dieses Kreuz kommt das rund 
zugeschnittene Wattefell zu liegen, dessen umgeschlagener Rand mit 
Schnur um die Schale gespannt wird. Die Schalen samt aufgespanntem 
Wattefell werden entweder in Papier verpackt trocken sterilisiert und 
dann erst im Impfkasten mit steriler Nahrlésung beschickt, oder sie 
werden mit dem Kulturmedium versehen in Dampf sterilisiert. Das 
Flambieren erfordert einige Chung. Man léscht die entziindete Watte, 
die eventuell durch Zerstéuben von sterilem Wasser zuvor etwas be- 


feuchtet worden ist, durch rechtzeitiges Uberstiilpen einer etwas groBeren 
Schale. Natiirlich kann auch noch der Deckel der Schale sowohl wihrend 
des Sterilisierens wie wihrend der Kultur aufgestiilpt bleiben, wahrend 











144 H. Fink u. E. Berwald: 


der Kultur aber nur, wenn der Luftzutritt keine Rolle spielt. Dis 
Gefahr der Infektion ist bei dieser Anordnung zwar nicht vollstandig 
ausgeschlossen, sie kann aber bei sorgfaltigem Arbeiten ganz verhiitet 
werden. Eine Kontrolle der Reinheit der Kultur ist bei entscheidenden 
Arbeiten am Platze. 

Mit dieser Methode erhielten wir nun aus Brauereihefen, obergarigen 
und untergarigen, Hefen, die deutlich das vierbandige Spektrum zeigten. 

Als Nahrflissigkeit diente sowohl helle ungehopfte Wiirze wie auch 
folgende Nahrlésung: 

Nihrlésung A: Ungehopfte helle Bierwiirze von 12,5°,, Extrakt. 
seitzfiltriert und dann sterilisiert. 

Nahrlésung B: Enthaltend in 1 Liter Hefewasser 100 g Rohrzucker, 
lg Harnstoff, 0.5 g CaCl,, wasserfrei, 0.4 g Magnesiumsulfat, 0.75 g¢ 
Monokaliumphosphat und 0,25 g Dinatriumphosphat nach Sérensen. 

Um ausgiebigen Gasaustausch zu erméglichen, wurde nur eine 
Tiefe der Flissigkeit von !, bis * , em gewahlt. 


1. Versuch mit untergiriger Bierhefe. 
Ndhrlésung A. 
Die Hefeeinsaat betrug jeweils eine Platinése der vorigen Fiihrung. 
Der Rest fand zur Untersuchung Verwendung. 


Erste Fiihrung. 30. 7. bis 13.8. 19382... 20°C l mittler 
‘re 


Zweite a ia. « cee eee. wc ES Ter nite 
° Mperatur 
Drite .. 19.8. .. 29.8.1982. . , 24ec)*e™ 


Im Gegensatz zu den ersten beiden Fiihrungen wurde zum erstenma! 
die dritte eingehender untersucht. Die Hefe war noch rein (Dr. Berwald). 
Nach kurzem Waschen mit 0.3°,ig. eiskalter KOH zur Reinigung von 
Begleitfarbstoffen wurde spektroskopiert : 

Der Ubergang vom zweibandigen zum vierbandigen Typus hat sich 
noch nicht ganz vollzogen. Wenn auch eine undeutliche Trennung der 
Streifen im Grim 6 und ¢ in Erscheinung tritt. so fehlt doch noch der 
a-Streifen. 

Vierte Fiihrung 31.8. bis 6. 9.: 20°C mittlere Temperatur. 

Die Umwandlung hat begonnen. Trennung des Streifens b — ¢ sowie 
schwache «a-Bande zu erkennen. 4a 604, b 561, ¢ 549, d unschart 
begrenzt. 

Fiinjte Fiihrung 8. 9. bis 16. 9.: mittlere Temperatur 21°C, 

Ubergang unsicher, Schatten im Rot kaum wahrnehmbar, auch die 
Trennung von b ce undeutlich. 

Sechste Fithrung 20.9. bis 3. 10.: mittlere Temperatur 20° C, 

Verwaschener Schatten bei 602. Trennung von 6 — e¢ undeutlich. 

Siebente Fiihrung 3. 10. bis 4. 11.: mittlere Temperatur 20 bis 21°C. 


Deutlicher Streifen im Rot. der zwar etwas verwaschen ist, aber in 


der Lage mit dem a-Streifen der Backerhefe identisch ist. Der Doppel- 
streifen im Griin zeigt eine deutliche Aufhellung in der Mitte. d-Streifen 
normal. 
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Ndhrlésung B. 
Erste Fiihrung 31. 8. bis 7. 9. 1932.: mittlere Temperatur 20 bis 21° C. 
Der Ubergang zum anderen Typus hat begonnen. Der Streifen im 
Griin ist eindeutig gespalten, im Rot taucht, allerdings noch etwas nach 
Violett verlagert, der a-Streifen auf bei 611 bis 589, 6 561, ¢ 550, 
pennant 
600 
d = 532 bis 510. Sehr klares Spektrum. 
Zweite Fiihrung 8. 9. bis 17. 9. 1932.: mittlere Temperatur 20 bis 21°C. 
Ubergang sehr deutlich, erinnert im ersten Augenblick an eine Backer- 
hefe, in gleicher Schicht etwa drei Viertel so stark, lediglich der Streifen 
im Rot ist etwas verwaschener, in der Lage etwas gegen Violett verschoben. 
a bei 602. Die Streifen im Griin decken sich der Lage nach vollstaindig 
mit Backerhefe. 
Dritte Fiihrung 20. 9. bis 3. 10. 1932.: mittlere Temperatur 20° C. 
AuBerordentlich deutlicher Doppelstreifen im Griin, so deutlich getrennt 
wie bei Backerhefe, dagegen kaum ein Schatten im Rot bei 603. 
Vierte Fiihrung 3.10. bis 4. 11. 1932.: mittlere Temperatur 20 bis 21° C. 
Deutlicher Streifen im Rot, etwas verwaschener, aber in der Lage 
identisch mit der a-Bande von Backerhefe. Doppelstreifen im Griin ebenso 
deutlich getrennt wie bei Backerhefe, Lage identisch. d-Bande normal. 


Il. Versuche mit obergiriger Bierhefe. 

Die Umwandlung wurde mit dem Stamm 468 von obergariger Bierhefe 
aus dem Institut fiir Garungsgewerbe Berlin versucht, der ganz analog 
und gleichzeitig teils in ungehopfter Bierwiirze von 12,5°, Extrakt, teils 
in Nahrlésung B wiederholt gefiihrt wurde. 


Nahrlésung A. 


Erste Fiihrung 30. 7. bis 13. 8.19382 . . 21°C ; 
; | mittlere 


Zweite = 13. 8. ,, 19. 8.19382 . . 25°C Seumaiee 
Drite .. 19,8. ., 29.8.1932 . . 2409c) °° 


Nach der dritten Fiihrung war die Hefe rein (Dr. Berwald). Da sie 
nur wenig transparent war, wurde einmal mit 0.3°,iger KOH gewaschen. 
Die Spektralerscheinungen waren schwacher als bei der umgeziichteten 
Unterhefe dritter Fiihrung. Der Beginn der Trennung des Griinstreifens 
b + ¢ ist zu beobachten. Im Rot fehlt allerdings jede selektive Absorption. 

Vierte Fiihrung 31.8. bis 6.9.: mittlere Temperatur 20° (, 

Mit 0,3°,iger KOH gewaschen. Der Ubergang hat begonnen, sehr 
deutliche Trennung des Streifens b + ¢ im Griin, Schatten im Rot, a deut- 
licher als bei der Unterhefe vierter Propagierung. Lage der Streifen deckt 
sich vollkommen mit der von Backerhefe. 

Fiinfte Fiihrung 8.9. bis 16. 9.: mittlere Temperatur 21,5° C. 

Schatten im Rot sehr undeutlich, Trennung des Streifens 6b + c eklatant. 

Sechste Fiihrung 20. 9. bis 3. 10.: mittlere Temperatur 20° C. 

Der Ubergang hat sich fast ganz vollzogen, machtiger Doppelstreifen 
im Griin, fast ebenso stark wie bei Backerhefe. Streifen im Rot vorhanden, 
aber im Verhaltnis zu den anderen Streifen schwach. a = 605 mu. 

Siebente Fiihrung 3.10. bis 4. 11.: mittlere Temperatur 20 bis 21°C, 

Schwacher Schatten im Rot. Streifen b + ¢ im Griin deutlich getrennt. 


Biochemische Zeitschrift Band 258. 10 











146 H. Fink u. E. Berwald: Umwandlung d. Cytochromspektrums usw. 


Nahrlésung B. 
Erste Fithrung 31.8. bis 7. 9.: mittlere Temperatur 21,5° C. 
Unklares Spektrum. Die Trennung des Streifens 6 + ¢ hat sich voll- 
zogen. Der Streifen im Rot fehlt aber noch. 
b = 560myp, ¢ = 549myp, d = 531 bis 509 mu. 
Zweite Fiihrung 8.9. bis 17. 9.: mittlere Temperatur 21,5° C. 
Nun ist auch der Streifen im Rot sichtbar, b + ¢ deutlich getrennt. 
Lage im Spektrum identisch mit Backerhefe. 
Dritte Fihrung 20. 9. bis 3. 10.: mittlere Temperatur 20°C. 
Streifen im Rot schwach, 6 + ¢ deutlich getrennt. 
Vierte Fiihrung 3. 10. bis 4. 11.: mittlere Temperatur 20 bis 21°C. 
Schwacher Schatten im Rot 6 + ¢ deutlich getrennt. Das Spektrum 
ist aber weniger ausgepragt als bei der gleichzeitig geziichteten Unterhefe. 
Die selektive Absorption 1st schwacher. 


Ergebnis. 

Die Versuche zeigen, daB8 untergarige wie obergarige Brauerei- 
hefen, die das zweibandige Cytochromspektrum aufweisen, durch 
langere Fortziichtung unter reichlichem Luftzutritt so verandert werden 
kénnen, daB sie das vierbandige Spektrum der nach dem Liiftungs- 
verfahren hergestellten PreBhefe annehmen. Es treten die vier charak- 
teristischen Absorptionsbanden auf, ohne da aber bisher die Starke 
der Spektralerscheinungen wie bei Backerhefen ganz erreicht wird. 
Dies diirfte an der noch mangelnden Vollstandigkeit der Aerobiose 
liegen. Ein besonderer Unterschied zwischen dem Verhalten von ober- 
giriger und untergiariger Bierhefe in bezug auf die Umwandlung scheint 
nicht zu existieren. Die rohrzuckerhaltige Nahrlésung B scheint fiir 
die Uberfithrung giinstiger zu sein. 

Die Umwandlung schreitet nicht kontinuierlich von Ziichtung zu 
Ziichtung fort, sie wird gelegentlich wieder riicklaufig, ist also zu- 
falligen Schwankungen unterworfen. 

Wie erwaihnt, ist das Cytochromspektrum in den Kulturhefen je 
nach ihrer Genese verschieden und durch Umziichtung wandelbar. 
Von Bedeutung diirfte das Studium der Frage sein, wie sich cytochrom- 
verschiedene Hefen in bezug auf das zum Cytochrom in Beziehung 
stehende Warburgsche Atmungsferment verhalten und wie sich letzteres 
im Verlauf der Umwandlung verhalt. 
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Zur Kenntnis synthetischer Hexosephosphorsiureester. II’. 


Von 
Karl Josephson und Stig Proffe. 


(Aus den chemischen Laboratorien der Hochschule Stockholm und der 
Technischen Schule Norrképing.) 


(Eingegangen am 24, Dezember 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In Zusammenhang mit wichtigen Untersuchungen tiber die Co- 
Zymase hat H.v. Euler mit Mitarbeitern die ausschlaggebende Be- 
deutung der Bildung und des Zerfalls der Hexosephosphorsiureester 
in den ersten Stadien der alkoholischen Garung betont. 


Durch die bekannten Gleichungen von Harden und Young 
2C Hy Og +2 PO,HR, = 2 CO,+2C,H;OH +C,HyyO4(PO,Re)p+2H,O (1) 
Cg Hy O4(PO,Re)p + 2H,O = CyH,,0, + 2 PO,HR, (2) 


wurde die Garung als mit der Bildung der Hexosediphosphorsdure unbedingt 
verbunden angesehen. Hinsichtlich des Mechanismus der Entstehung der 
Hexosediphosphorséure sind verschiedene Theorien aufgestellt worden, 
welche mit einer intermediaéren Bildung eines Hexcosemonophosphorsdure- 
esters rechnen. Hinsichtlich der Natur dieses Hexosephosphorsdureesters 
und der Reaktionen, welche zu dessen Bildung und Zerfall fiihren, sind die 
Meinungen verschieden. 

Um die chemischen Vorginge bei der alkoholischen Gérung genau 
feststellen zu kénnen, ist es wegen der erwaihnten Rolle der Hexosephosphor- 
séureester wichtig, das Verhalten verschiedener solcher Ester gegen Hefe 
kennenzulernen. Es sind auch sehr viele Versuche in dieser Richtung an- 
gestellt worden. Bis jetzt hat man aber keinen Phosphorsdureester, welcher 
als Hexose die furoide Glucose(1,4) enthalt, untersuchen kénnen, weil 
ein Phosphorsiureester der Glucose(1,4) noch nicht dargestellt werden 
konnte. Der sogenannte Robison-Ester ist zwar eine Zeitlang als ein Glucose- 
(1,4)-5-phosphorsaureester aufgefaBt worden, aber spitere Untersuchungen 


1 |. Mitteilung: Liebigs Ann. 481, 91, 1930. 


10 * 
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von Levene und Raymond! haben dargelegt, daB der Robison-Ester wenig- 
stens zu einem groBen Teile aus dem Glucose(1,5)-6-phosphorsaureeste1 
besteht. 


Um die eventuelle Rolle eines Phosphorsdureesters der furoiden 
Glucose bei der Garung untersuchen zu kénnen, erschien es also not- 
wendig, eine solche Saure synthetisch darzustellen. Dank der vor einigen 
Jahren durchgefiihrten Synthese der 6-Tritvl-3-acetyl-1, 2-isopropyliden- 
glucose (1,4) durch K. Josephson? erschien eine Synthese des Glucose- 
(1,4)-5-phosphorsaureesters nunmehr nicht aussichtslos, namlich wegen 
der eventuellen Méglichkeit, die erwahnte Tritylverbindung zu phospho- 
rylieren und dann die Trityl-, Acetyl- und Isopropylidengruppen durch 
saure Hydrolyse abzuspalten. 


? Wiahrend die schon vor etwa 4 Jahren durchgefiihrten Versuche 
ee nicht zu einheitlichen Produkten gefiihrt hatten, kénnen wir jetzt die 
: Synthese des gewiinschten Esters mitteilen. Als Ausgangsmaterial 
unserer Versuche wurde also die friiher von K. Josephson beschriebene 
6-Trityl-3-acetyl-1, 2-isopropylidenglucose (I) angewandt und durch 
Phosphorylierung mit Phosphoroxychlorid in Pyridinlésung § der 
Phosphorsaurerest in 5-Stellung eingefiihrt. Der so erhaltene Phosphor- 
siureester (IT) lie8 sich in Aceton-Wasserlésung mit Schwefelsaure zum 
Glucose(1,4)-5-phosphorsaureester (III) verseifen: 








SS ae 
(CeH;)3C.O0.CH,. CHOH.CH.CH(OCOCH;).CH.CH (I) 
Oo oO 
J C (CH,)o 
O 
(CgH,)3C.0.CH,.CH.CH.CH(OQCOCH;).CH.CH (Il) 
; : 
O. POs Hy ——— 
1 C (CH) 
O 
HOCH,.CH.CH.CHOH.CHOH.CHOH (IIL) 


| 
OPO; Hy 


Der erhaltene Phosphorsaureester wurde in Form des Bariumsalzes 
isoliert und weiter durch Uberfiihrung in ein kristallisiertes Strychnin- 
salz naiher charakterisiert. Die optische Drehung des Bariumsalzes des 
Esters liegt bei + 15°, bei Anwendung von Na-Licht. Die Drehung 
stimmt also nahe mit der Drehung des Bariumsalzes des sogenannten 





a4 ' Levene u. Raymond, J. of biol. Chem. 92, 757, 1931. 
Ree | 2 K. Josephson, Liebigs Ann. 472, 217, 1929. 
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Robison-Esters iiberein. Die Garungsversuche, welche im experimen- 
tellen Teil niher beschrieben sind, haben wir in den untenstehenden 
Abbildungen graphisch mitgeteilt. Aus dem Verlauf der Géarungs- 
kurven im Verhaltnis zu dem Verlauf der Kurven fiir Glucose ziehen 
wir den SchluB, daB der Glucose(1,4)-5-phosphorsiureester! keine 
Rolle als Zwischenprodukt bei der alkoholischen Garung der Glucose 
spielt. 
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Beschreibung der Versuche. 
6-Trityl-3-Acetyl-1, 2-isopropylidenglucose¢1,4). 


Rei der Darstellung der 3-Acetyldiacetonglucose wurden die von 
E. Fischer und Noth? gegebenen Vorschriften befolgt. Bei Anwendung 
von 20 g Diacetonglucose konnten wir 18 g der Acetylverbindung in reiner 
Form erhalten. Die Abspaltung der 5, 6-Isopropylidengruppe erfolgt mit 
70° iger Essigsiure wahrend 3 Tagen bei Zimmertemperatur, wie friiher 
von K.Josephson® beschrieben worden ist. Aus 18g 3-Acetyldiaceton- 
glucose kénnen 12 g 3-Acetylmonoacetonglucose in reiner Form erhalten 
werden. Zur Tritylierung werden je 10g 3-Acetylmonoacetonglucose in 
der fiinf- bis sechsfachen Menge ganz trockenem (iiber BaO destilliertem) 
Pyridin gelést und zu der Lésung 10,8g Triphenylehlormethan zugesetzt. 
Nach erfolgter Auflésung des Triphenylchlormethans wird die Reaktions- 
mischung 2 bis 3 Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt, wonach die 
Lésung unter Kiihlung mit wenig Wasser (bis zu beginnender Triibung) 
versetzt wird und dann unter starkem Umriihren und in diinnem Strahl 
in viel Eiswasser eingetragen wird. Das Reaktionsprodukt scheidet sich 
hierbei entweder als dicker Sirup oder auch in weiben Flocken aus. Zur 


1 Es ist natiirlich nicht vollstandig ausgeschlossen, daB wiahrend der 
Isolierung des Esters eine Umlagerung stattgefunden hat. Nach unseren 
Erfahrungen hinsichtlich der Stabilitat des Glucose-3-phosphorséureesters 
(Liebigs Ann. 481, 91, 1930) halten wir eine soleche Umlagerung fiir sehr 
unwahrscheinlich. 

2 E. Fischer u. H. Noth, B. 51, 321, 1918. 

$ K. Josephson, Liebigs Ann. 472, 217, 1929. 
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Reinigung wird mindestens zweimal aus Alkohol unter Zusatz von Wasser 
umgelést. Durch Trocknen iiber Phosphorpentoxyd bei 50 bis 55° und 
15mm Druck erhalt man die Substanz analysenrein. 


4,234 mg Substanz: 11,15 mg CO,, 2,48 mg H,O. 


CoH 20; (504,26). Ber.: C = 71,39%, H = 6,40°,; 
gef.: C = 71,82%. H = 6,55°,. 


Die Tritylverbindung sintert von etwa 55° ab und schmilzt dann 
unscharf. Optische Drehung in Chloroform — 16° (c¢ = 3,15; H&gelb)- 
Die Ausbeute betragt bis zu etwa 17 g bei Anwendung von 16 g 3-Acety!- 
monoacetonglucose. 


Bariumsalz des 6-Trityl-3-Acetyl-1, 2-isopropylidenglucose(1,4)-5-phosphor - 
sdureesters, 


15 g der Tritylverbindung wurden in 50 ccm trockenen Pyridins gelést 
und die Fliissigkeit auf — 15° abgekiihlt. Unter Luftausschlu8 und Kiihlung 
wurde dann diese Lésung allmahlich in eine kalte Lésung von 5cem Phosphor- 
oxychlorid in 50 ccm trockenem Pyridin eingefiihrt. Zur Beendigung de: 
zuerst heftigen Reaktion blieb die Reaktionsmischung iiber Nacht stehen: 
dann wurde wieder stark abgekiihlt und eine 20°,ige Lésung von Wasser 
in Pyridin allmahlich hinzugesetzt, bis bei fortgesetztem Zusatz keine 
Warmeentwicklung mehr stattfand. Es wurde nun mit wenig Eiswasser 
verdiinnt und vorsichtig und unter kraéftigem Umschwenken eine 60° warme 
gesattigte Barytlésung hinzugefiigt bis zum Eintritt einer gegen Thymol- 
phthalein schwach alkalischen Reaktion. 


Durch Verdiinnen mit Wasser auf etwa 1 Liter wurde das Bariumsalz 
des Phosphorsdureesters zum gr6Bten Teil ausgefallt. Nach Filtrierung 
wurde die Substanz tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Die zuriick- 
bleibende Substanz (35g), welche auBer dem Bariumsalz des 6-Trityl- 
3-acetyl-1, 2-isopropylidenglucose-5-phosphorsaureesters noch andere 
Bariumsalze enthielt, wurde mit 200ccm Aceton bei Zimmertemperatur 
extrahiert; das Bariumsalz der Tritylverbindung ging in Lésung, wahrend 
etwa 20g anderer Verbindungen ungelést blieben. Die Lésung wurde klar 
filtriert und mit 800 ccm Petrolather versetzt, wobei das Bariumsalz aus- 
gefallt wurde. Nach dem Trocknen im Vakuum bei 80° wurde die Ausbeute 
zu 10,6 g bestimmt. 


Anstatt die Substanz aus der pyridinhaltigen Lésung durch Verdiinnen 
mit Wasser auszufallen, laBt sich die Substanz auch durch Verdunsten des 
Lésungsmittels und nachfolgende Extraktion mit Aceton und Fallung mit 
Petrolather in etwas héherer Ausbeute, aber in unreinerem Zustande ge- 
winnen. Bei dieser Arbeitsweise ist auch die Méglichkeit einer Abspaltung 
der 3-Acetylgruppe wahrend der Aufarbeitung gréBer als bei der zuerst 
beschriebenen Arbeitsweise, besonders wahrend der langdauernden Ein- 
dampfung. Eine Abspaltung der Acetylgruppe nach erfolgter Phosphory- 
lierung ist allerdings fiir die folgende Bearbeitung des Bariumsalzes ohne 
Belang. Ohne weitere Reinigung kénnen die Praparate durch Hydrolyse 
in saurer Lésung weiter behandelt werden. 


Die Analyse einiger Praparate nach der Fallung mit Petrolather und 
Trocknung hat folgendes ergeben. (Nach Verbrennung mit H,SO, wurde 
das Barium als Sulfat und der Phosphor als Ammoniumphosphormolybdat 
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bestimmt, Triphenylearbinol nach der von K. Josephson! friiher angegebenen 





Methode). 
°/9 Ba 0/9 P 0/9 (Cg Hs)gC.OH 
aa ee 19,9 _ 34,5 
‘i Il . . gef. 20,4 4,80 36,0 
a Ill . pila « te Height.’ 5 20,0 4,87 - 
Cos Hog Og P Ba (677,7) (ohne Acetyl) . ber. 20,3 4,58 88,3 
Cg9 Hg; Oy P Ba (719,7) (mit Acetyl) . ber. | 19,1 4,31 36,1 


Bariumsalz des Glucose(1,4)-5-phosphorsdureesters. 


5g des oben erwihnten Praparates II (4,8°, P) wurden in 30 ccm 
Aceton gelést und die Lésung mit 10 ccm 4n Schwefelséiure versetzt. Ohne 
Abfiltrierung der Fallung von Bariumsulfat wurde dann am Riickflub- 
kiihler auf 60° waihrend 10 Stunden erhitzt. Nach Verdiinnen mit 30 ecem 
Wasser wurde das Aceton unter vermindertem Druck abgedampft; darauf 
wurde mit Barytlésung bis zu alkalischer Reaktion gegen Phenolphthalein 
versetzt und die Fallung von Bariumsulfat und Triphenylearbinol abzentri- 
fugiert. Die gegen Phenolphthalein schwach alkalische Lésung wurde dann 
mit Alkohol gefallt. Das so erhaltene Bariumsalz wurde abzentrifugiert, 
nochmals in Wasser gelést und wieder mit Alkohol gefallt. Trocknen im 
Vakuum iiber Phosphorpentoxyd. Ausbeute 1,4 g. 


87.4 mg Substanz: 50,0mg BaSQ,. 
8,74 ,, * 45,4 ,, Molybdatfallung. 
C,H,,0,P Ba (395.5). Ber.: Ba = 34,7°,, P = 7,85°,; 
gef.: Ba = 33,7%, P = 7,54%,. 


Die folgende Tabelle enthalt eine Zusammenstellung einiger ver- 
schiedener Darstellungen: 








: Menge des Aceton | 4n H,S0,|— Hydrolyse- Hydrolyseprodukt 
Nr. Ausgangsmaterials Zeit Temp. Ausbeute Ba P 
g ecm ecm Std. oc g Oi 9/5 

1 3 20 10 15 — 0.68 34,6 7.1 
2 8.3 40 15 12 65 23 34,7 7,3 
3 5,3 30 10 8 61 1,6 34,8 7,2 
4 5,0 30 10 6.5 61 1,2 33,1 6.5 
5 5,0 30 10 10 60 1,4 33,7 7.5 


Optische Drehung: 0,3916 g Substanz, in Wasser zu 10,0 cem geldst, 


ergaben, im 1-dm-Rohr polarisiert (Na-Licht), die Drehung « + 0,62°, 
Somit 
a 0,62. 10 15.80 
ay = 5,8°, 
UID 0.3916 id 


' Liebigs Ann. 493, 174, 1932. 
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0,2016 g Substanz (andere Darstellung) in derselben Weise polarisiert 
a= + 0,319 Somit 1 


rage = 081-10 


- 0 
“lb = aoe — + ™. 


Strychninsalz des Glucose(1,4)-5-phosphorsdureesters. 


Zur niaheren Charakterisierung des neuen Phosphorsiureesters der 
furoiden Glucose wurde auch ein Strychninsalz dargestellt. Zu diesem 
Zwecke wurden 0,976 g Bariumsalz (34,8°%, Ba, 7,2° P) in 10 cem Wasser 
gelést und eine in der Warme bereitete Lésung von 2,1 g Strychninsulfat 
in 60 ccm Wasser hinzugesetzt. Nach Verdiinnen mit 30ccm Alkohol 
wurde von dem abgeschiedenen Bariumsulfat filtriert. Die Lésung wurde 
unter vermindertem Druck eingedampft, der fast trockene Riickstand 
in 25ccm warmem, 85°,igem Alkohol gelést. Aus dieser Lésung lieB sich 
bei langsamer Abkiihlung das Strychninsalz in teilweise kristallisierter 
Form erhalten. Nach einmaligem Umkristallisieren aus Alkohol betrug 
die in Nadeln erhaltene Substanz etwa 0,5 g, die aber zur Analyse nochmals 
umkristallisiert und schlieBlich im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd 
getrocknet wurde. 

Beim Erhitzen in der Schmelzpunktskapillare tritt von etwa 160° an 
Zersetzung unter Braunfirbung der Substanz ein. 


4,520 mg Substanz: 10,20 mg CO,, 2,54 mg H,O. 


2,994 ,, Pe 0,166 cem N, (22°, 763 mm). 
20,1 oe ” 44,4 mg Molybdatfallung. 
24,3 9° 9 56,4 9 ” 
Cq4gHs570;3N,P. Ber.: C = 62,04%, H = 6,19%, N = 6,03%, P = 3,34%; 
(928,5) gef.: C = 61,54%, H = 6,29%, N = 6,27%, P = 3,21, 3,37%,. 


Giérungsversuche. 


Die Garungsversuche sind bei einer Thermostatentemperatur von 30° 
durchgefiihrt. Die Garungen wurden durchgefiihrt mit je 0,2 g Trockenhefe 
und Zusatz von 3 bis 4 Tropfen Zymophosphatlésung (etwa 6 °,ig) zur Auf- 
hebung der Induktionsperiode, dazu 0,5 ccm 10°%iger Pufferlésung 
(Phosphatmischung), Glucose oder Esterlésung bzw. sowohl Glucose wie 
Esterlésung, wobei die Glucosemenge immer 0,1 g betrug, die Estermenge 
0,1 g Glucose aquivalent war. Einige Versuche sind auch ohne Zusatz 
eines besonderen Puffers durchgefiihrt (Abb. 2). 

Die urspriingliche Lésung des Bariumsalzes des Esters war mit der 
entsprechenden Menge Natriumsulfat versetzt und vom ausgefallten 
Bariumsulfat filtriert. Zu den Gérversuchen wurde also das Natriumsalz des 
Esters verwendet. 

Versuchsrethe I (Abb. 1). 
3. 0,2 g Trockenhefe, 
1,5cem Esterlésung (0,17 g Na- 
Salz des Esters), 
0,5cem Pufferlésung. 
4. 0,2 g Trockenhefe, 
0,5cem Pufferlésung, 


1. 0,2 g Trockenhefe, 

0,1 g Glucose, 

0,5cem Pufferlésung, 

15 ,,  destilliertes Wasser. 
2. 0,2 g Trockenhefe, 

0,1 g Glucose, 


15cem Esterlésung (0,17 g Na- 1,5 ,, destilliertes Wasser. 
Salz des Esters), 
0.5 .,  Pufferlésung. 
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Versuchsreihe II (Abb. 2). 


1. Wie in der Versuchsreihe I, je- 3. Wie in der Versuchsreihe I, je- 
doch keine Pufferlésung, sondern doch keine Pufferlésung, sondern 
2,0 cem destilliertes Wasser. 0,5cem destilliertes Wasser. 

2. Wie in der Versuchsreihe I, je- 4. Wie in der Versuchsreihe I, je- 
doch keine Pufferlésung, sondern doch keine Pufferlésung, sondern 
0,5 ccm destilliertes Wasser. 2,0 cem destilliertes Wasser. 


Hinsichtlich der Versuchsergebnisse kénnen wir auf die in den 
Abbildungen eingetragenen Garungskurven hinweisen. Aus der lang- 
samen Kohlensiureentwicklung in den Versuchen mit dem Ester allein 
im Verhaltnis zu der Geschwindigkeit der Kohlensiureentwicklung in 
den Versuchen mit Glucose bzw. Glucose + Ester ziehen wir den 
SchluB, daB der synthetisierte Phosphorsiureester kein natiirliches 
Zwischenprodukt bei der Vergiérung der Glucose zu Alkohol und Kohlen- 
siure darstellen kann. 








Uber Mg-Aktivierung von tierischen Phosphatasen 
bei geringen Enzymkonzentrationen. I. 


Von 
Claes Hommerberg. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 25, Dezember 1932.) 


Durch die Arbeiten von Mc Collum und Orent (1), und von Euler und 
Rydbom (2) wurde gezeigt, daB beim Fiittern von Ratten und Fischen eine 
ganz Mg-freie Kost (bei Fischen wurden die Versuche in Mg-freiem 
Wasser ausgefiihrt) zu Krankheitsbildern fiihrt, die stark an Rachitis 
erinnern. 


DaB Mg in irgendeiner Beziehung zu dem rachitischen Zustand steht, 
ergibt sich ferner aus den von Gassmann (3) ausgefiihrten Analysen von 
rachitischen Knochen, die etwa sechsmal soviel Mg enthalten, wie die 
normalen. Von dem Standpunkt der Robisonschen Verkalkungstheorie (4) aus 
spielen die Phosphatasen beim Verknécherungsvorgang eine auBerordentlich 
wichtige Rolle, und zweifelsohne kommt die von Erdtman (5) gezeigte 
Phosphataseaktivierung durch Mg-lonen auch hier in Betracht. 

Die Mg-Aktivierung wurde dann von vielen Forschern weiter unter- 
sucht. Hommerberg (6) fand beim Arbeiten mit Phosphatase aus Kaninchen- 
epiphyse keine Aktivierung, aber dieser Befund konnte darauf zuriick- 
gefiihrt werden, daB er zu hohe Mg-Konzentrationen verwandt hatte. 
Kay (7) fand namlich, da®B die Mg-Aktivierung ein Optimum besitzt, und 
daB eine Mg-Konzentration in der Reaktionsmischung von mehr als 0,03 mol. 
hemmend wirkt. Jenner und Kay (8) fanden fiir die Mg-Aktivierung ein 
flaches Optimum bei Mg-Konzentrationen zwischen m/100 und m/1000 
und zeigten gleichzeitig, daB auch undialysierte Enzymlésungen aktiviert 
werden konnten. Der Begriff ,,.q Mg‘* = neg. Logarithmus der Mg-Molaritat 
wurde von letztgenannten Forschern eingefiihrt. 


Es ist aber nicht ganz sicher, daB die Rolle von Mg bei Spaltung 
von organischen Phosphorsiureestern eindeutig ist, sondern es kann 
in Betracht gezogen werden, ob nicht die Stabilitat der Phosphor- 
siureester auch in enzymfreien Lésungen einer Einwirkung von Mg- 
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lonen unterliegt. Beim Arbeiten mit sehr schwachen Enzymlésungen 
konnte sogar festgestellt werden, daB eine Lésung, die sich durch Zusatz 
von Mg gut aktivieren lieB, ohne Aktivator ein kleineres Spaltungs- 
vermégen besaB, als dem durch Zusatz von Mg-Salz bedingten Zer- 
fall des Phosphorsaureesters entsprach. 


Versuch 1. 

F = Substrat: 0,006 mol. Na-Salz der Monophenylphosphorsaure. 

EK = Enzym: Gegen saure Phosphatmischung, und nachher gegen flieBendes 
Wasser dialysiertes Enzym aus Kaninchenepiphyse, aus 50 ° ig. 
C,H,OH umgefallt. 

V = Puffer: Veronal-Na nach Michaelis (9). 

Mg = 0,0125 mol. MgCl,-Lésung. 

In Kubikzentimeter pro 50 ccm Reaktionsmischung; pu 8,7; Temperatur 

+ 37°C, 





mg P pro cem frei 


Zeit 15 F 15 F 15 F 15 F 


10V 10 V 10V 10 \ 
15 Mg 15 Mg 15 H, 0 15 HO 
Std. 10 E 10 H,U 10 E 10H, 0 
0 0,004 0,004 0,004 0,004 
44 9,021 0,017 0,013 0,010 
112 0,039 0,023 0,015 0,012 


Dieser stark vergréBerte spontane Zerfall der Phenylphosphor- 
siure bei Anwesenheit von Mg-lonen veranlaBte eine Untersuchung, 
ob auch hier der ,,q Mg“ ein Optimum haben kénnte. 


Versuch 2. 





mg P pro cem frei 


q Mg 5F 5F 
5V av 
5 Mg Clo-Lisung 5H.O 
1,48 0,044 0,025 
1,79 0.046 
2,22 0,043 
2.33 0,040 
2.88 0,938 
3,48 0,037 
4.18 0,929 


Ahnliche Priifungen wurden mit Na-Glycerophosphat durch- 
gefiihrt. G bezeichnet hier eine 0,09 mol. Lésung, und Mg stellt eine 
0,03 mol. MgCl,-Lésung dar. 
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Versuch 3. 





mg P pro cem frei 


5G 5G 5G 5G 

5V 5 V 5V 5 Vv 
15 Mg 15 Mg 15 H,0 35 H.O 

Std. 20 E 20 HL O | 20 E _ 
0 0,0012 0,0012 0,0012 0,0012 
15 0,0079 0,0062 0,0064 0,0039 
87 i 0,0239 | 0,0167 0,0198 0,0086 


Wie ersichtlich, tiberwiegt hier die enzymatische Spaltung. Es 
wurde dieselbe Enzymlésung wie in Versuch 1 verwandt, aber beinahe 
in der doppelten Menge, pro Reaktionsmischung gerechnet. Es wurden 
auch die Spaltungen bei verschiedenen Mg-Molaritaten mit und ohne 
Enzym verglichen. 

Versuch 4. 





mg P pro cem frei 





reohprepepmenoatiplanaen 


4 G i i 
a Me iv + 1? 
3E 3H,O 13 H,0 
5 Mg Cl,-Lésung 5 Mg Clo-Lésung — 
1 0,181 0,132 0,089 
2 0,174 0,123 
3 0,151 0,120 
4 0,145 0,115 
5 | 0,123 0,089 


Bei VergréBerung der Mg-Konzentration iiber q Mg = 1 werden die 
Spaltungen, sowohl mit als ohne Enzym, wieder kleiner. 

Da bei friiheren Versuchen mit der Mg-Aktivierung entweder 
Glykokoll- oder Boratpuffer benutzt wurden, kénnte man denken, 
da8 der spontane Zerfall durch Mg-Ionen in irgendwelcher Hinsicht 
etwas mit dem Veronal zu tun hatte. Deshalb wurden die Versuche auch 
in Boratpuffer und mit dem gleichen py ausgefiihrt. B — Boratpuffer. 


Versuch 5. 


Mg = 0,3 mol. Mg Cl,-Lésung. 





mg P pro cem frei 








Zeit 108 10S 10S 108 
5B 5B 5B 5B 
3 Mg 3 Mg aa ee 
40 E _ 40 E _ 
Std. 32 H,O 72 HO 35 H, O 75 HO 
— I ——- —— ¥ a = = = 
0 | 0,0012 0,0012 0,0012 0,0012 
20 0,0023 0,0017 0,0018 0,0015 
44 0,0026 0,0020 0,0025 0,0018 
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Auch hier war die enzymatische Spaltung ohne Aktivator gr6éBer 
als diejenige, die durch Mg-Ionen allein hervorgerufen wurde. 

Die obigen Versuche zeigen, daB bei niedrigen Konzentrationen 
von Enzym eine gewisse Additivitat der Mg-Wirkungen vorhanden 
zu sein scheint, einerseits die Aktivierung des Enzyms, und anderer- 
seits ein spontaner Zerfall der Phosphorsiureester unter dem Ein- 
flu8 von Mg-Ionen; diese vorliufigen Versuche sollen weiter kon- 
trolliert und verfolgt werden. 
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Uber Gersten- und Malzamylase. 


Von 
Karl Myrbiick und Signe Myrbiick. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 29. Dezember 1932.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die alte Frage nach dem Unterschiede zwischen der Amylase der 
ungekeimten Gerste und der des Malzes laBt sich nunmehr auf Grund 
der jetzigen Kenntnisse iiber die Nichteinheitlichkeit der Malzamylase 
etwas klarer beantworten. 


Nach den Untersuchungen von E. Oklson (1) besteht die Amylase der 
Malzextrakte aus zwei Enzymen, die beide Starke angreifen kénnen und 
die beide als Endprodukt der Spalt ung Maltose neben unspalt baren Dextrinen 
liefern. Die Enzyme kénnen nach Ohlson durch partielle Inaktivierung 
einigermaBen vollstandig getrennt werden. Sie unterscheiden sich dadurch, 
daB sie die Starke in verschiedener Weise angreifen, so daB zwar in beiden 
Fallen Maltose als Hauptprodukt entsteht, aber auf verschiedenen Wegen. 
Die verschiedenartige Wirkung der zwei Komponenten der Malzamylase 
laBt sich am einfachsten durch gleichzeitige Bestimmung der Enyzm- 
wirkung nach Wohlgemuths Methode und durch eine quantitative Bestimmung 
des gebildeten Zuckers demonstrieren. Die eine Komponente der Malz- 
amylase, die fiir den gr6éBten Teil der Maltosebildung verantwortlich ist. 
verzuckert Starke schnell, ohne daB jedoch die Blaufarbung der Reaktions- 
mischung durch Jod iiberhaupt verschwindet. Die andere Komponente 
bringt sehr schnell die Jodfarbung zum Verschwinden, verzuckert aber die 
Starke nur sehr langsam. Ohlson nennt die zwei Enzyme nach dieser leicht 
zu zeigenden Wirkung Saccharogen- bzw. Dextrinogenamylase. Nach einer 
neuen Untersuchung von Ohlson (2) sollen sich weiter die Wirkungen der 
zwei Enzyme dadurch unterscheiden, daB die entstandene Maltose in dem 
einen Fall nach oben, in dem anderen nach unten mutarotiert. Die 
Dextrinogenamylase soll eine xz-Amylase, die Saccharogenamylase eine 
8-Amylase sein. Ohlsons Ergebnisse iiber das Vorkommmen von zwei Amylasen 
im Malz konnten sowohl von uns (3) wie von anderer Seite (4) bestatigt 
werden. Zu bemerken ist hier, daB in letzter Zeit in diesem Laboratorium 
O. Holmbergh (5) zeigen konnte, daB die zwei Komponenten der Malz- 
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amylase unter Erhaltung der Wirkung beider durch Sorption an Starke 
getrennt werden kénnen. Wahrend der Arbeiten, die wir seit 1927 zur 
Charakterisierung schwedischer Braugerste durch Enzymbestimmungen 
ausgeftihrt haben, haben wir zahlreiche Beobachtungen iiber die zwei Malz- 
amylasen machen kénnen. Wir konnten an einem umfassenden Versuchs- 
material feststellen, daB, wahrend die Malzextrakte, wie Ohlson gefunden 
hat, zwei Amylasen enthalten, die Extrakte aus ungekeimter Gerste 
nur die Saccharogenamylasewirkung zeigen, d. h. die Blaufarbung der 
Reaktionsgemische mit Jod bleibt, trotz reichlicher Zuckerbildung, be- 
stehen. Gleichzeitig mit uns ist auch Ohlson (6) zu demselben SchluB ge- 
langt. Ohlson untersuchte dabei Wasserextrakte von Gerste. Wie wir 
schon im Anfang unserer Arbeiten fanden, reicht aber eine Untersuchung 
von Wasserextrakten der Gerste nur zu einer teilweisen Charakterisierung 
der Gerstenamylase aus. Da bei der Wasserextraktion von Gerstenmehl 
nur ein Teil der wirklich vorhandenen Amylase in Lésung geht, wurde 
schon in Alteren, leider wenig beachteten Arbeiten festgestellt (7). In 
neuerer Zeit sind Weichherz und Asmus in einer bemerkenswerten Arbeit 
auf diese Frage eingegangen (8). Die Verfasser bestatigen mit einem sehr 
umfangreichen Versuchsmaterial die Ergebnisse von Syniewski, daB die 
Amylase wenigstens zum allergréBten Teil in der Gerste praformiert ist, 
daB also der Anstieg der Amylasewirkung wahrend der Keimung keine 
Neubildung von Enzym ist, sondern eine Freilegung schon vorhandenen 
Enzyms. Weichherz und Asmus erwahnen die verschiedenen ,,Zweienzym- 
theorien*‘ der Amylase, haben aber selber nur die zuckerbildende Fahigkeit 
der Extrakte bestimmt. Unsere Resultate stimmen im groBben und ganzen 
mit denen von Weichherz und Asmus sehr gut iiberein. Von einer Abweichung, 
die jedoch in dem verschiedenen Versuchsmaterial ihren Grund haben kann, 
wird unten die Rede sein. 

Die beschrankte Léslichkeit der Gerstenamylase haingt nicht etwa 
mit mangelnder Feinverteilung des zu extrahierenden Mehles zusammen, 
sondern ist dadurch bedingt, daB in der Gerste ein Teil der Amylase 
frei (léslich, aktiv) ist, ein anderer Teil dagegen gebunden (unldéslich, 
inaktiv, ,,latente Amylase). Besonders sei hervorgehoben, daf die 
Léslichkeit eines Enzyms selbstverstandlich keine Bedingung fiir seine 
Wirksamkeit sein muB8. Vielmehr kennen wir ja Enzyme, die in der 
Reaktionslésung absolut unléslich aber trotzdem gut wirksam sind, 
wie beispielsweise die Ricinuslipase. Im Falle der Gerstenamylase 
gehen jedoch Léslichkeit und Aktivitat, wie es scheint, Hand in Hand. 
Man erhalt z. B. mit einer fein geriebenen Suspension von Gerstenmehl 
dieselbe Wirkung wie mit einem Wasserextrakt. (Im allgemeinen geben 
die Suspensionen etwas héhere Werte als die Wasserextrakte, was 
jedoch nur auf ungeniigender Extraktion oder auf einer geringen 
Sorption der Amylase auf den Gewebssplittern beruht.) DaB ein Teil 
der Amylase in der Gerste in einer wirklich gebundenen Form vorliegt, 
wird dadurch bewiesen, daB die Herauslésung der ,.latenten Amylase” 
ein enzymatischer Vorgang ist, und zwar ein proteolytischer. An einem 
Zusammenhang zwischen der Zunahme der Amylasewirkung wahrend 
der Keimung und den dabei stattfindenden proteolytischen Spaltungen 
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hatte man schon friih gedacht, und daB die zwei Prozesse wirklich in 
einem tiefgehenden Zusammenhang stehen, geht aus modernen Unter- 
suchungen hervor (4). Die latente Gerstenamylase geht wahrend de: 
Malzung durch die Wirkung der proteolytischen Enzyme der Gerste in 
aktive Form iiber. Daher die zum gré8ten Teil scheinbare Bildung von 
Amylase. Die latente Amylase der ungekeimten Gerste kann aber 
durch Behandlung des Gerstenmehles mit einem geeigneten proteolyti- 
schen Enzym wie Papain (oder Trypsin) kiinstlich in eine lésliche und 
aktive Form iibergefiihrt werden, so daB Papainautolysate von Gersten- 
mehl ebensoviel (oder beinahe ebensoviel) Amylase enthalten wie das 
aus derselben Gerste gewonnene Griinmalz. In dieser Hinsicht kann 
die Papainbehandlung des Gerstenmehles als eine kiinstliche Keimung 
betrachtet werden (Waldschmidt-Leitz). Nun wissen wir aber anderer- 
seits, wie erwahnt, daB die Malzamylase aus zwei Enzymen, die (lésliche) 
Gerstenamylase aus einem bestehen. Da nun immer, trotz wieder- 
holten Extraktionen, Reibung mit Sand usw. sich zeigte, daB nur ein 
bestimmter Teil der Gerstenamylase aktiv ist, wihrend der Rest erst 
nach Einwirkung proteolytischer Enzyme wirksam wird, so lag es nahe, 
daran zu denken, daB eben die , ,latente Amylase” der Gerste, die wahrend 
der Keimung frei wird, die zweite Komponente der Malzamylase sei 
oder jedenfalls enthalt. Man kénnte also vielleicht erwarten, daB die 
aus Gerste erhaltlichen zwei Amylasefraktionen verschiedene Wirkung 
auf Starke haben sollten. Die Méglichkeit, daB die Papainwirkung auf 
die Gerstenamylase auch in dieser Hinsicht als eine kiinstliche Keimung 
zu betrachten sei, wird auch von Waldschmidt-Leitz erwahnt. Unter 
den von uns ausgefiihrten Versuchen mit mehreren Sorten von Gerste 
von verschiedenen Jahren haben wir viele, die in dieser Hinsicht Aus- 
kunft geben. Wir wollen hier kurz iiber einige berichten. 


Durch kurze Extraktion von Gerstenfeinmehl mit Wasser bekommt 
man eine gewisse Amylasemenge in Lésung. Wiederholt man _ die 
Extraktion, erhalt man in den folgenden Extrakten nur sehr wenig 
Enzym. Ahnlich sind die Verhaltnisse, wenn man nicht Extrakte, 
sondern Suspensionen von Mehl direkt untersucht. Beim Feinverteilen 
des Mehles durch Reiben mit Quarzsand und Phosphatpuffer oder 
Wasser erreicht man nach wenigen Minuten kraftiger Reibung einen 
Wert der Amylasewirkung der Suspension, der sich beim weiteren 
Reiben nicht oder unwesentlich vergréBert. Dieser Wert stimmt mit 
dem durch Wasserextraktion erhaltenen iiberein. Er stellt die Menge 
freier, aktiver Amylase des Mehles dar. LaBt man aber das Mehl mit 
Wasser und Toluol autolysieren, so bekommt man mit der Zeit bedeutend 
mehr Amylase in Lésung, d.h. die latente Amylase wird freigemacht. 
DaB dabei die proteolytischen Enzyme des Malzes wirksam sind, geht 
aus dem Umstand hervor, da8 die Freilegung durch Behandlung mit 
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Proteasenlésungen stark beschleunigt werden kann. Wir geben ein 
paar Beispiele: Samtliche Amylasebestimmungen sind bei 30° und in 
50 cem Volumen ausgefiihrt. Etwa ] °,, Starke, etwa 0,05 mol. Phosphat- 
oder Acetatpuffer von pa = 5,2 bis 5,4. Maltosebestimmung nach 
Willstdtter und Schudel. Im Anfang der Reaktion ist die Maltosebildung 
der Zeit genau proportional. Die Anfangsgeschwindigkeit kann durch 
die Zahl ,,Milligramm Maltose pro Minute’* angegeben werden. Diese 
Zahl, durch das Trockengewicht der angewandten Enzymmenge divi- 
diert, gibt den (Saccharogen-) Amylasegehalt des Enzymmaterials. 


Tabelle J. 





Feingeriebene Nach 15 stiindiger Nach 15 stiindiger 


‘ nerapsieson Autolyse mit Autolyse mit 
Mehlsuspension eae 0.5% Papain 
mg Maltose pro g Trocken- 
et og ecole J ee ace 13,9 17,5 26.9 
Jodfarbe nach 24 Std. .. violett violett violett 
Jodfarbe nach 48 Std. . . violett violett violett 


In einem Versuch mit dem entsprechenden Griinmalz fanden wir 
eine nur unwesentlich vergréBerte Zuckerbildung, die Farbung mit 
Jod war aber schon nach 25 Minuten ganz verschwunden. Durch die 
Autolyse des Gerstenmehles mit Wasser ist also schon eine betrachtliche 
Menge der latenten Amylase frei geworden, durch die Papainautolyse 
aber viel mehr. (Wie Tabelle II zeigt, ist eine l5stiindige Papain- 
behandlung fiir die vollstandige Freilegung der Amylase geniigend.) 
Wichtig ist nun, festzustellen, daB weder das Wasserautolysat noch 
der Papainextrakt das Verschwinden der Jodfarbung bewirken kann. 
Sie enthalten also beide, wie Wasserextrakte von Gerste bzw. Suspen- 
sionen von Gerstenmehl, nur reine Saccharogenamylase. Die Wirkung 
des Papains besteht also ausschlieBlich in einer Wirkung auf latente 
Saccharogenamylase. Dextrinogenamylase wird weder gebildet noch 
aktiviert. Ein durch Papainbehandlung gewonnener Gerstenextrakt 
ist also, auch wenn er mit derselben Anfangsgeschwindigkeit Maltose 
bildet, von einem Malzextrakt qualitativ verschieden. (Eine zweite 
Frage, auf die wir zuriickkommen, ist, ob die vergréBerte Saccharogen- 
amylasewirkung in dem Papainextrakt auf einer Freilegung von Enzym 
oder von einem Aktivator beruht.) 

Es ist selbstverstandlich, besonders wenn man Gerste durch Enzym- 
bestimmungen zu charakterisieren versucht, ebenso wichtig, die Total- 
menge der Amylase wie die der freien Amylase zu bestimmen. In 
alteren Arbeiten hat man im allgemeinen nur Wasserextrakte (etwa 
wie fiir die Bestimmung der ,,diastatischen Kraft‘‘ des Malzes bereitet) 
untersucht und also eine sehr groBe Zunahme der Starkespaltung 
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wahrend der Keimung gefunden. Versteht man unter dem Namen 
Amylase das verzuckernde Enzym, so kommt aber eine Enzymbildung 
nicht oder nur zu einem unwesentlichen Grade in Betracht, dagegen 
eine Freilegung eines schon vorhandenen Enzyms durch proteolytische 
Wirkung. Zieht man aber auch die Dextrinogenamylase des Malzes 
in Betracht, so ist zu schlieBen, daB wahrend der Keimung dieses 
Enzym entsteht oder durch die Bildung eines Aktivators aktiviert 
wird (Waldschmidt- Leitz). 

Aus Tabelle II findet man die Bedingungen, unter welchen eine 
richtige Bestimmung der zwei Fraktionen der Gerstenamylase ge- 
schehen muB. 

Tabelle 11. 





mg Maltose Min. 


Behandlung des Enzymmaterials pro g Trockengewicht 
0,2 g Gerstenmehl, mit Sand und Puffer gerieben. Sus- 

OO eae ee eee 13,9 
0,5 g Gerstenmehl, in derselben Weise vorbehandelt . . . 12,9 
0,2 g Mehl, in derselben Weise, aber extra kraftig gerieben 13,2 
0,2 g Mehl, in derselben Weise, aber die doppelte Zeit 

Ra erect eat! ne ees ce los os 13,2 
Dieselbe Suspension filtriert, Filtrat untersucht. . .. . . 12,2 
0,2 g Mehl mit Wasser statt Phosphatpuffer gerieben. . . 13,2 
Autolyse mit Wasser + Toluol bei 30° wihrend 130 Min. . . 12,6 

. . » + « ~ 30° * 10Std. . . 17,5 

‘ a e. * % » 30° ‘i 20Std.. . 22,4 
Autolyse mit 0.25% Papainlosung + Toluol wibrend 0,5 Std. 15,6 

‘ »n 0,25% " a a 35 , 19,3 

> » 0,25% e + ss ” 55 , 23,9 

‘ » 0,25% + y . 6,5, 21,8 

‘: » 0,25% ” oe J Mm « 26,9 

» 0,25% . + , - a 26,1 
» 0,25° o ra 80 , 26,9 


Es wurde selbstverstindlich kontrolliert, daB die Papainlésung 
keine Amylasewirkung zeigte. Zu dieser Tabelle gehért die Abb. 1. 
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Abb. 1. 


Wir sehen zuerst, daB die Versuche mit den fein geriebenen Suspen- 
sionen gut iibereinstimmende Resultate gegeben haben, vorausgesetzt, 
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daB die Reibungszeit ein gewisses Minimum wberschritten hat. Ob die 
Reibung mit Wasser oder Phosphatpuffer geschieht, ist gleichgiiltig. 
Durch von der optimalen etwas abweichende Reaktion wahrend der 
Vorbehandlung treten also keine Enzymzerstérungen ein, wie man sie 
bei gewissen anderen Enzymen (Katalase) antrifft. Die mit den Mehl- 
suspensionen erhaltenen Werte entsprechen der Menge freier Amylase 
des Mehles. Die Freilegung der latenten Amylase mit Papain fiihrt 
nach einer gewissen Zeit zu einem Maximalwert, der, soweit wir es 
beurteilen kénnen, die totale Menge Amylase in der Gerste darstellt. 
Die Autolyse ohne Zusatz von Papain geht, wie man erwarten konnte, 
hedeutend langsamer. 


Sowohl mit Gersten- als mit Malzamylase entstehen unspaltbare 


Dextrine, die sogenannten Grenzdextrine. Sie unterscheiden sich 
dadurch, daB mit Gerstenamylase ein noch mit Jod firbbares Dextrin 
entsteht, wihrend das mit Malzamylase entstehende Grenzdextrin 


nicht farbbar ist. Sieht man nun in der Malzamylase eine Mischung 
von Gerstenamylase mit einem zweiten Enzym, so liegt es nahe 
anzunehmen, daB das mit Malzamylase erhaltene Grenzdextrin, 
auch wenn von einem einheitlichen Substrat (nicht etwa von nativer 
Starke) ausgegangen wird, eine Mischung von den Grenzdextrinen der 
zwei Enzyme sein kann, ein Umstand, der in der Diskussion tiber die 
Grenzdextrine der Malzamylase beachtet werden mub. 


Wahrend der Keimung der Gerste wird, wie schon erwahnt, durch 
die Wirkung der Proteasen die latente Amylase frei gemacht, so dab 
im fertigen Griinmalz im allgemeinen, wenn auch nicht immer, mit 
Wasser und mit Papainlésung dieselbe Amylasemenge in Lésung er- 
halten wird. Dazu enthalt das Griinmalz die Dextrinogenamylase, 
ebenfalls in freier, wasserléslicher Form. Bei der tiblichen Bestimmung 
der sogenannten diastatischen Kraft wird z. B. fast alles Enzym wahrend 
des kurzen Maischens extrahiert. Verfolgt man wihrend der Keimung, 
z. B. wahrend der Malzung von Gerste die Amylasemengen, so erhilt 
man ein Bild wie im folgenden Versuch: 


Wahrend der Malzung von schwedischer Bindergerste wurden zu 
verschiedenen Zeiten Proben genommen, die mehrmals durch eine 
Fleischhackmaschine mit sehr feiner Lochscheibe getrieben wurden. 
Von der gut gemischten Masse werden kleinere Proben im Achatmérser 
mit Phosphatpuffer und Quarzsand weiter fein verrieben, verdiinnt und 
abpipettierte Proben sofort untersucht bzw. mit 0,25°,ig. Papain- 
lésung etwa 20 Stunden behandelt. Amylasemengen, wie schon be- 
schrieben, angegeben, Dextrinogenamylase-menge approximativ durch 
die Zeit, die bei 0,1 g Gerste bzw. Malz nétig ist, daB die Reaktions- 
mischung von Jod nicht mehr gefarbt wird. 
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Tabelle 11]. 





Saccharogenamylase 


Blaufirbung Lt: es. 
verschwindet nach frei toted 
MS a ee eh ee Se oe > 48 Std. 15,9 18,9 
Geweichte Gerste . 2... 2... ~ 24 Std. 13,6 20,9 
Griinmalz nach 2 ‘Tagen. . . ~ 20 Std. 14,9 20,9 
‘ “i. = « Bray Bie ~ 30 Min. 21,6 22,1 
‘ “ . % eutond 15 Min. 24,4 24,5 


Die Dextrinogenamylasewirkung, die in der Gerste und noch nach 
2 Tagen auf der Tenne auBerst klein ist, steigt dann, wie auch Ohlson 
festgestellt hat, sehr schnell. Die Totalmenge der Saccharogenamylase 
steigt auch etwas, jedoch sehr viel weniger, als in der Literatur im all- 
gemeinen angenommen wird. Weichherz und Asmus weisen darauf 
hin, daB diese VergréBerung der totalen Amylasemenge von dem wahrend 
der Malzung stattfindenden Atmungsschwund vorgetiéuscht sein kann, 
und scheinen diese Erklarung als ausreichend anzusehen. Nun haben 
wir aber in vielen Fallen so groBe Steigerung der totalen Amylasemenge 
gefunden, daB sie kaum in dieser Weise erklirt werden kann. Auch 
ist ja ohne weiteres anzunehmen, daB die totale verzuckernde Wirkung 
zunehmen mu, da nimlich Dextrinogenamylase entsteht oder aktiviert 
wird, und dieses Enzym («-Amylase) auch eine nicht unerherbliche ver- 
zuckernde Wirkung hat. 


Die Gerste enthalt etwa die Halfte der Saccharogenamylase in 
freier Form. Wahrend der Malzung wird aber alle latente Amylase frei- 
gelegt. Man kénnte nun denken, daB diese Wirkung der Keimung, die 
durch Papainwirkung auf die Gerste nachzumachen ist, nicht in der 
Freilegung von Enzym, sondern in der Bildung bzw. Freilegung eines 
Aktivators der Saccharogenamylase bestehe. DaB ein Aktivator dieses 
Enzyms wihrend der Malzung entsteht, ist nach Waldschmidt- Leitz 
anzunehmen (Amylokinase). Ob die Papainwirkung auf die Gerste in 
der Freilegung oder Bildung eines nicht enzymatischen Aktivators 
besteht, haben wir in folgender Weise zu bestimmen versucht. Gersten- 
feinmehl wurde zweimal mit der zehnfachen Menge Wasser wahrend 
1 Stunde geschiittelt und abgesaugt. Das gewaschene Mehl durfte 
dann iiber Nacht mit Papainlésung unter Toluol autolysieren. Sollte 
die Papainwirkung in der Freilegung eines Aktivators bestehen, so 
miuBten die Wasserextrakte hauptsiachlich Enzym, das Papainautolysat 
dagegen eigentlich den Aktivator enthalten. Die Amylasewirkung der 
Extrakte und Mischungen davon wurde nun bestimmt. Der erste 
Wasserextrakt und das Autolysat enthielten viel Enzym, der zweite 
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Wasserextrakt wenig. Die Wirkung einer Mischung von Wasserextrakt 
und Autolysat war genau gleich der Summe der Wirkungen der einzelnen 
Lésungen. Dies scheint uns dafiir zu sprechen, daB die Wirkung des 
Papains in einer Freilegung von Enzym und nicht von einem Aktivator 
besteht. 


Wenn also nach unserer Ansicht die Gerstenamylase ein Enzym ist, 
das mit einem anderen Enzym gemischt die Malzamylase bildet, so ist 
es kein Wunder, daB, wie man schon in alteren Arbeiten oft fand, 
Unterschiede in der Wirkung von Malz- und von Gerstenextrakten 
bestehen. So steht es fest, daB Malzextrakte eine héhere Ausbeute an 
Maltose aus einer gegebenen Stairkemenge liefern als Gerstenextrakte. 
Es ist dann interessant festzustellen, daB die aus Malzamylase durch 
partielle Inaktivierung gewonnene Saccharogenamylase, die also nach 
unserer Auffassung mit der Gerstenamylase identisch ist, auch eine 
niedrigere Verzuckerungsgrenze zeigt als unvorbehandelter Malz- 
extrakt. Beispiel: 


Tabelle IV. 





Aus 51,2 mg Starke gebildete 
Enzym Maltose (beim Stillstand 
f der Spaltung) 


OS a ar aor a ee ee 43,2 mye 
Saccharogenamylase daraus .........~., 33,9 , 
Eixtrakt aus der entsprechenden Gerste. . . . . 32,2 


Dies ist also in Ubereinstimmung mit der Ansicht, daB Gersten- 
amylase reine Saccharogenamylase ist. Es bleibt zu untersuchen, ob 
eine Mischung von Gerstenamylase (Saccharogenamylase) und kiinstlich 
hergestellter Dextrinogenamylase eine héhere Verzuckerungsgrenze 
gibt als Gerstenamylase allein. Notwendig ist dies nicht, weil Aktivatoren, 
wie die Amylokinase von Waldschmidt-Leitz bzw. in den Lésungen 
vorkommende Stoffe vom Typus des Pringsheimschen Komplements, 
mitspielen kénnen. Bei Versuchen mit Mischungen von nach Ohlson 
gewonnenen, enzymatisch einheitlichen Teilenzymen der Malzamylase 
fanden wir etwa dieselbe Verzuckerungsgrenze wie fiir Saccharogen- 


amylase. Dagegen zeigte eine Mischung von Gerstenamylase mit nach 
Holmbergh gewonnener Dextrinogenamylase héhere Verzuckerung. 
Wir fiihren einige Versuche dariiber an, weil darin auch eine friiher 
nicht beobachtete Abhangigkeit der Verzuckerungsgrenze von der 
Aziditat zum Vorschein kommt. In jeder Probe 45,5 mg Stirke. So viel 
Enzym wurde angewandt, daB die Starke schon in 5 Minuten zu 50°) 
gespalten war. 
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Tabelle V. 





mg Maltose 


Enzym PH nach 48 Std. 

Gerstenamylase . . 45 33,5 
» ee a 5.4 32,8 

* 6.4 32.4 

ri 7,4 28,3 
Malzamylase 4.5 38.1 
‘ 54 34,1 

. 6.4 34,6 

fe Se ee ge ee 74 32,8 
SS 2 45S Hs 4.5 34.0 
Date ine Give ced eben 6,4 31,5 
Gerstenamylase + a-Amylase 4,5 36,1 
j 5 ” 7,4 34,4 


DaB die erhéhte Wirkung der Mischung der Enzyme auf der Gegen- 
wart der z-Amylase beruht, kann jedoch nicht mit Bestimmtheit be- 
hauptet werden, da in der x-Amylaselésung komplementartig wirkende 
Stoffe vorkommen kénnen. Aktiva- 
toren, die die Anfangsgeschwindig- 
keit der Amylasespaltung erhéhten, 
waren jedenfalls nicht vorhanden. 











BS Die Verzuckerungsgrenze ist, 
S wie schon lange bekannt ist, nicht 
s nur von der Art der Enzymlésung, 
& | am sondern auch von der Natur der 
angewandten Starke abhingig. Die 
ers natiirliche Starke besteht ja aus 
| zwei Kohlenhydraten, wovon die 
° 7000 nen 1H = 000 ~— Amylose durch Malzamylase voll- 
Abb. 2. standig in Maltose tibergefiihrt wird. 
DaB aber auch diese Amylose bei 
der Spaltung mit Gerstenamylase einen unspaltbaren Rest (von Di- 
hexosan) gibt, hat Sjéberg gezeigt. Wir konnten seine Ergebnisse vollig 
bestatigen. Dabei wurde ein Amylosepraparat, das durch Ausfrieren 
nach Ling hergestellt worden war, angewandt. Wahrend Malzextrakt 
daraus (auf Starke berechnet) 101,5°%, Maltose gab, blieb die Spaltung 
schon mit dialysiertem Malzextrakt bei 89,5, und mit Gerstenextrakt 
bei 68,0 °% stehen. Wir finden die Spaltungskurven in der Abb. 2. 
Von demselben Amylosepraparat wurden 10 g in 300 ccm Wasser 
mit Gerstenamylase 2 Tage behandelt. Dann wurde mit Alkohol 
gefallt, der Niederschlag in Wasser gelést und wieder 2 Tage mit Gersten- 
amylase bei 30° behandelt. (Acetatpuffer.) Das Grenzdextrin wurde 
nun mit Alkohol gefallt, gelést und zweimal umgefallt. Erhalten wurde 
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etwas mehr als 1 g Dextrin (nach Sjoberg Dihexosan). Das Priparat 
wurde in Wasser und Puffer gelést und die Halfte mit Gerstenextrakt, 
die andere Halfte mit Malzextrakt behandelt. Maltose wurde nach 
verschiedenen Zeiten bestimmt. Jede Probe entspricht 37,9 mg Dextrin 
(vakuumtrocken). 

Tabelle VI. 








Gerstenextrakt Malzextrakt 
Min. Guay» ng Maltose Min. ~ | "mg Maltose 
10 0,0 22 9.5 
160 0,0 120 16.8 
1440 2.5 1260 29,3 
2800 4,6 2700 31,0 
4250 7,0 4100 34,0 


Wahrend also die Gerstenamylase, wie erwartet werden konnte, 
nur eine sehr geringe Wirkung zeigt, spaltet Malzextrakt das Grenz- 
dextrin sehr schnell. 


Im Zusammenhang damit wollen wir in aller Kiirze einige Versuche 
mit sogenannter Zulkowski-Starke erwihnen. Diese lésliche Starke 
eignet sich fiir gewisse Amylaseuntersuchungen vorziiglich, weil daraus 
hochprozentige, klare Lésungen gewonnen werden kénnen. Nun ist 
ja aber Zulkowski-Starke ebensowenig wie native Starke einheitlich. 
Nicht nur, daB bei der Glycerinerhitzung aus Amylose und Amylo- 
pektin verschiedene Produkte entstehen, auch die Dauer der Er- 
hitzung hat bekanntlich, wie besonders aus den Untersuchungen von 
Pictet hervorgeht, auf die Natur (MolekulargréBe) der Produkte einen 
sehr groBen EinfluB8. Unsere Versuche iiber die amylatische Spaltung 
verschiedener durch Glycerinerhitzung gewonnener Starkeabbau- 
produkte sind im Gange. Sie haben u. a. ergeben, daB bei Verlangerung 
der Erhitzungszeit die Spaltbarkeit der Produkte insofern abnimmt, 
als die Verzuckerungsgrenze immer niedriger wird. Durch schnelle 
und kurze Erhitzung mit Glycerin konnten aus natiirlicher Starke 
Priparate gewonnen werden, die eine ungewOhnlich hohe Spaltbarkeit 
mit Malzamylase zeigten. Nun ist infolge des sehr laistigen Schiumens 
eine schnelle Erhitzung nicht leicht auszufiihren, weshalb nur ausnahms- 
weise solche Praiparate erhalten wurden. Immerhin haben wir einige 
Male Produkte gefunden, die mehr als 95°, Maltose gaben unter An- 
wendung von Enzympriparaten, die aus natiirlicher Starke héchstens 
80 °%,. Maltose bildeten. 


In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, dab die Lage 
der Grenzverzuckerung mit der Enzymmenge zu variieren scheint. 
Dies geht aus mehreren Untersuchungen hervor: Pringsheim (9), 
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Pronin (10). Diese Angaben konnten wir vollig bestitigen. Ein Beispiel 
sei angefihrt. Als Enzympraparat wurde ein durch Alkohol umgefillter 
Malzextrakt angewandt, der also maltosefrei war. Jodverbrauch der 
Enzymlésung und Starke wurde selbstverstaindlich bestimmt und 
abgezogen. Aus 51 mg Starke bildeten die unten angegebenen Enzym- 
mengen folgende Maltosemengen: 


Tabelle VII. 





my Maltose nach 


Enzymliésung 





eem 0,5 Min. 1 Min. 10 Min. 170 Min. 430 Min. 1600 Min. 
0,1 0,8 — 13,0 38,0 41,0 42.0 
0,2 16 | 2,9 22,5 39,0 42.4 42.8 
1,0 4,8 10,1 37,0 40,9 43,8 44,2 
5.0 20,1 30,4 38,7 42.6 43,1 44,8 


Sehr groB ist der Unterschied zwar nicht, jedoch groB genug, um 
bei genauen Untersuchungen in Betracht zu kommen. Es gelang Pronin, 
mit sehr groBen Enzymmengen eine Ausbeute von beinahe 96°, Maltose 
zu erreichen. 


Gersten- und Malzamylase zeigen keine oder héchstens kleine 
Unterschiede in ihrer Abhaingigkeit von der Wasserstoffionenkonzentra- 
tion. Dies wurde schon friiher festgestellt und wir konnten es vollig 
bestatigen. Merkwiirdigerweise fanden wir das Aziditaétsoptimum in 
etwas weniger saurer Lésung, als im allgemeinen angegeben wird, 
namlich bei py = etwa 5,5 bis 6. Uber dieses Aziditatsoptimum liegen 
die verschiedensten Angaben vor. Adler (11) fand das Optimum der 
Malzamylase bei py = 4,7 bis 5,15, und die meisten Autoren geben 
Werte zwischen py = 4,8 und 5,5 an. Sherman und Thomas (12) geben, 


‘ohne da8 eigentlich geniigend Versuchsmaterial vorliegt, 4,2 bis 4,6 


an. Ob die besonders in der Brauereiliteratur vorkommenden Angaben, 
daB die Malzamylase ihr Optimum bei py = 4.3 hat, von Sherman und 
Thomas stammen, wissen wir nicht. Jedenfalls kann dieser Wert un- 
méglich richtig sein. Bestimmungen bei px = 4,3 (wie sie z. B. Weich- 
herz und Asmus vorgenommen haben) liefern zu niedrige Werte, weniger 
als 80 % der richtigen Werte. Unter elektrometrischen py-Bestimmungen 
stellten Euler und Svanberg (13) die vollstiéndige py-Kurve der Malz- 
amylase fest; dieselbe Kurve fand spiter Myrbdck (14). In der Abb. 3 
haben wir die Versuche von Euler und Svanberg mit Punkten angegeben 
(gestrichelte Kurve). Unsere neuen Versuche sind der Kiirze wegen 
nur in derselben Abbildung veranschaulicht. Die Ringe bezeichnen 
Versuche mit Malzextrakt, die Vierecke Versuche mit Gerstenextrakt 
(ausgezogene Kurve). Zwischen diesen beiden Amylaselésungen findet 
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man keine wesentlichen Unterschiede. Wohl aber liegen beide Kurven 
im Verhaltnis zu der Euler-Svanbergschen ein wenig nach der alkalischen 
Seite verschoben. Nun wei man ja aber, wie auBerordentlich stark 
die nichtenzymatischen Beimischungen in den Enzymlésungen die 
Aziditatsabhangigkeit der Enzyme beeinflussen kénnen. Es ist also 
in diesem Falle kein AnlaB zu behaupten, daB die eine Kurve richtiger 
sei als die andere, vielmehr sind die Versuche ein Beispiel dafiir, dab 
verschiedene Lésungen desselben Enzyms_ verschiedene  py-Kurven 
haben kénnen. 




















700 ose 
Z, ee 
7 s 
° 
a 
_ +  - 2 
a iy 
Abb. 3. 


Euler und Svanberg fanden, wenn sie die Stirkespaltung nach Wohl- 
gemuths Methode bestimmten, dasselbe py-Optimum wie nach der Bertrand- 
Methode. Dies bedeutet also, wie wir es jetzt ausdriicken kénnen, dab sie 
fiir Saccharogenamylase und Dextrinogenamylase dasselbe Optimum finden. 
Dies scheint beim ersten Anblick etwas merkwiirdig, weil Ohlson (1) nach 
Wohlgemuths Methode fiir Dextrinogenamylase ein sehr viel schmaleres 
Optimum findet als fiir Saccharogenamylase. Der scheinbare Widerspruch 
erklart sich folgendermaBen: Ohlson hat nach Wohlgemuth gearbeitet, 
Euler und Svanberg haben dagegen zwar die Dextrinogenamylase durch 
Beobachtung der Jodfarbung bestimmt, jedoch nicht mit der Wohlgemuth- 
schen Versuchsanordnung, sondern in derselben Mischung wie bei den 
Versuchen unter Maltosebestimmung, was auch das Richtige sein mul. 
Will man die Aziditaétskurven der zwei Enzyme vergleichen, sollen die 
Versuchsbedingungen, wie in der Euler-Svanbergschen Arbeit fiir beide 
Enzyme dieselben sein. Die wahre Wohlgemuth-Methode arbeitet mit einer 
sehr verdiinnten Starkelésung, so da die damit erhaltenen Reaktions- 
geschwindigkeiten sehr stark durch die Dissoziation der Enzym-Substrat- 
verbindung beeinfluBt sein kénnen. Da die Bestimmung der Reaktions- 
geschwindigkeit nach den Jodmethoden immer nur schitzungsweise ge- 
schehen kann, wird es auBerdem prinzipiell richtiger sein, beide Enzyme, 
wenn sie jetzt enzymatisch einheitlich vorliegen, durch Reduktionsanalysen 
zu bestimmen. Solche Bestimmungen hat O. Holmbergh ausgefiihrt, woriiber 
er an anderer Stelle berichten wird. Er fand keine nennenswerte Unter- 
schiede zwischen den zwei Enzymen. 
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Beziiglich der Bedeutung der Verunreinigungen fiir die Lage und 
Breite der Aziditatskurve der Amylase sei auf eine neue Arbeit von 
Oparin (15) verwiesen. 


Unsere vergleichenden Bestimmungen der Amylase in Braugersten 
verschiedener Sorten und Erntejahre haben u. a. folgende Resultate 
von allgemeinerem Interesse ergeben: 

Die ,,Diastatische Kraft‘‘ der untersuchten etwa 50 Proben von 
schwedischer Braugerste zeigt Werte, die zwischen den Zahlen 50 
und 250 liegen. Unter ,,Diastatische Kraft‘ verstehen wir dann die 
Menge der léslichen, aktiven Saccharogenamylase, wie gewéhnlich 
durch die Zahl: Gramm Maltose nach 30 Minuten bei 20° pro 100g 
Gerstentrockengewicht, ausgedriickt. Viele Werte in der Literatur 
gibt es nicht, die mit unseren vergleichbar sind, denn die meisten alteren 
Bestimmungen wurden nach ganz ungeniigender Extraktion vorge- 
nommen. 

Die Menge der Amylase, und zwar sowohl die freie wie die totale, 
schwankt etwas von Jahr zu Jahr, jedoch so, daB die amylasereichen 
Sorten immer dieselben sind. Die von uns untersuchten Sorten, die 
4 Jahre nacheinander untersucht wurden, zerfallen in zwei Gruppen, 
wovon die eine etwa doppelt soviel Amylase enthalt als die andere. 
Unterschiede im Proteingehalt zwischen diesen Gruppen gibt es nicht. 
Die alte Behauptung, daB eiweiBreiche Gersten auch enzymreich sind, 
trifft nicht allgemein zu. Einige von uns untersuchten sehr eiweiBreichen 
russischen Gersten, die von Prof. NV. N. Jwanoff zur Verfiigung gestellt 
wurden, enthielten zwar sehr viel Amylase (diastatische Kraft in einem 
Falle 950), unter den schwedischen Sorten mit etwa demselben Stick- 
stoffgehalt kommen jedoch, wie erwahnt, groBe Schwankungen im 


_ Amylasegehalt vor. 


Die Unterschiede im Amylasegehalt bleiben waihrend der Malzung 
(Tennenmilzerei, helles Pilsener Malz) bestehen, die amylasearmen 
Gersten geben amylasearmes Malz. Im Zusammenhang mit der Frage 
iiber den Amylasegehalt des Malzes sei nochmals hervorgehoben, daB 
die iibliche Bestimmung der ,,Verzuckerung’ der Maischen durch 
Versuche iiber die Jodfarbung selbstverstandlich nichts tiber die wirk- 
liche Zuckerbildung aussagt. Sie gibt nur einen Wert fiir die Wirk- 
samkeit der Dextrinogenamylase. 

Der totale Gehalt an Amylase (durch Papainextraktion bestimmt) 
steigt waihrend der Malzung maBig, im allgemeinen weniger als 30°. 
Der Gehalt an freier Amylase nimmt starker zu. Da die von uns unter- 
suchten Gersten 30 bis 50°, der Amylase in freier Form enthalten, 
wird also die Menge freier Amylase waihrend der Malzung zwei- bis 
viermal vergréBert. Es sei hier erwihnt, daB Weichherz und Asmus 
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eine relative Menge der freien Amylase in den von ihnenh untersuchten 
Gersten von 4 bis 12°, gefunden haben. Ob der groBe Unterschied 
zwischen diesen Werten und den von uns gefundenen nur durch das 
verschiedene Versuchsmaterial bedingt sein kann, wissen wir nicht. 
Es scheint uns eigentlich wahrscheinlicher, daB der Grund darin liegt, 
daB wir die Bestimmung der freien Amylase direkt an einer fein- 
geriebenen Suspension des Mehles vornehmen, Weichherz und Asmus 
dagegen an einem Wasserextrakt. 
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Dehydrierungen in der Coniferylreihe. (1). 
Dehydrodi-eugenol und Dehydrodiisoeugenol. 
Po 
Von de 
Holger Erdtman. “a 
(Aus dem organisch-chemischen Laboratorium der Technischen Hochschuk ste 
Stockholm.) De 
° : sp! 
(Eingegangen am 29, Dezember 1932.) = 
. PF , . e gr 
Mit der immer gr6éBer werdenden Zahl der strukturell aufgeklarten ex 
Naturstoffe draingt sich die Frage nach ihrer Biogenese auf, und es 
entwickelt sich auch in der Neuzeit unter dem EinfluB der aufbliihenden - 
Bt Biochemie ein Zweig der organischen Chemie, der sich als Ziel die 
“e ‘erwirklichung einer ,,organischen Chemie unter ‘siologischen 
: Ve klich ine anisch Chemie unter  physiologisct 
Bedingungen“ gestellt hat. 
; Es geniigt, an dieser Stelle an die geistreichen Spekulationen 
i R. Robinsons iiber die Biogenese verschiedener Alkaloidgruppen, sowie 
rf an die wohlbekannte Bedeutung der Isoprengruppierungen in der Chemie 
f des Kautschuks und der Carotinoide, der Terpene und Sterine zu erinnern 
(Ruzicka). Unter den verschiedenen bekannten Reaktionsprinzipien wurden 
seit langem besonders die Umsetzungen von Carbonylgruppen mit Atomen. . 
die ,,aktive Wasserstoffatome*‘ tragen, in den genetischen Diskussionen a 
if hervorgehoben. Besonders gilt dies fiir die Zuckerchemie!; es sind abet pe 
i auch in der Alkaloidchemie derartige Reaktionen angenommen und auch > 
Hs verwirklicht worden, z. B. die Robinsonsche Tropinonsynthese. Fiir die _ 
i Genese der alizyklischen Verbindungen scheinen .,Diensynthesen**? von “ 
; ‘ gewisser Bedeutung zu sein. Es unterliegt aber keinem Zweifel, daB nicht ya: 
nur fiir den energieliefernden Abbau von Kohlenhydraten z. B., sondern PY 
auch fiir die biologische Synthese von Substanzen mit kondensierten rs 
Ringsystemen die Dehydrierung eine der wichtigsten Reaktionen ist. —. 
; So wird z. B. Gallusséureathylester in sodaalkalischer Lésung durch * 
Luftsauerstoff zu Ellagséurediathylester dehydriert®. er 
rin 
COOEt COOEt 
| HO HO OH OH 
wo( ) ¢ pon—>Ho{ )-——{_ om 
OH OH i OH OH 
EtOCO Et0 CO 
' Butlerow. C. r. 538, 145, 1861; Ann. 120, 295, 1861; Léw, J. prakt. (11) 
| 33, 321, 1886; Chem. Ztg. 21, 231, 242, 1897; Ber. 22, 1592, 1889; 39, 1592. 6 
- 1906; E. Fischer, Ber. 23, 2125, 1890; H. u. A. Euler, Ber. 39, 45, 1906. 
if) 2 Euler u. Josephson, Ber. 53, 822, 1920 und spatere Arbeiten von 
ot Diels u. Alder. 


3 Herzig, Pollak, Bronner. Monatsh. 29, 277, 1908. 
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Tyrosin wird durch Tyrosinase zu Dioxyphenylalanin (Dopa) oxy- 
liert und dieses durch Sauerstoff tiber eine chinoide Zwischenstufe zu 
Dioxyindol dehydriert?. 


Hn CH. HD ———— 
HO Y? [ . i 
HO At-C00H HO- Ny” 


H 


Das Dioxyindol unterliegt leicht weiterer Dehydrierung, wodurch unter 
Polymerisation huminsaureahnliches ,,Melanin* entsteht. Die Dehydrierung 
des Dioxyphenylalanins ist besonders fiir die Alkaloidchemie von hervor 
ragender Bedeutung, denn eine groBe Zahl der natiirlich vorkommenden 
Aikaloide enthalt OR-Gruppen in Ortho- oder Parastellung zum Ringstick- 
stoff (vgl. unten), und es ist deshalb méglich, da®B der RingschluB durch 
Dehydrierung zustande gekommen ist. Unter den Isochinolinalkaloiden 
spielt offenbar die Dehydrierung eine besonders groBe Rolle. So stehen 
nach einer Hypothese von Robinson *® die Morphingruppe und die Papaverin- 
yruppe in genetischer Beziehung zueinander, eine Hypothese, die auch 
experimentell bearbeitet worden ist. 


Es schien z. B. theoretisch méglich, Norlaudanosin (1) durch Dehydrie 
rung in Norglaucin (11) iiberzufiihren: 


ao] HO * 
y H; OH 
HO ~ ~CHe “i HO CH. .~ nH 
oH ra 8 CH Ch r 
Ct U e HO Ci, 
HO Sy —cH, HO CH, } B, 
HO CH. HO mw HO ACH, x 
0 CH, { ; ch. 
CH, 9 : 
I I sit 


Tatsachlich la8t sich Norlaudanosin in schwach alkalischer Losung 
(Soda oder Kaliumacetat) sehr glatt dehydrieren, und zwar durch an- 
dauerndes Belichten unter Luftzutritt oder mittels halogenierter Chinone. 
(Chloranil, Robinson und Sugasawa*, Tetrabrom-o-chinon, Schép/*). Die 
Dehydrierung nahm aber hier wahrscheinlich auf Grund der zu starken 
Basizitat des Stickstoffatoms eine andere Richtung. Statt Norglaucin 
wurden unter Kupplung C zu N Tetraoxy-N-methyl-dibenzotetrahydro- 
pyrrokolliniumsalze (III) erhalten. Diese Dehydrierung verléuft also 
analog der Dopadehydrierung. Sehr interessant sind in dieser Beziehung 
die eigenartigen Alkaloide Oxyacanthin®, Isochondodendrin®, Tetrandrin’, 
Trilobin und _ Isotrilobin®, welchen hydroxylierte Benzylisochinoline zu- 
grunde liegen, die durch Dehydrierung unter Kupplung C zu O in weit- 
ringige, atherartige Polymere die Alkaloide iibergefiihrt werden. 


' Raper, Biochem. J. 1927, S. 89. 
J. Chem. Soc. 1931, 8. 3163. 


~ 


J. Chem. Soc. 1932, S. 789. 
4 Ann. 497, 25, 1932. 
Spath u. Pikl, Ber. 62, 2254, 1929; Bruchhausen u. Gericke, Arch. 
269, 115, 1931. 
6 Faltis, Wrann u. Kiihas, Ann. 497, 69, 1932. 
7 Kondo u. Yano, Ann. 497, 90, 1932. 
8 Kondo u. Tomita, Ann. 497, 104, 1932; Faltis, Ann. 499. 301, 1932. 
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Ein ahnlicher Ather, der vielleicht auch durch Dehydrierung ent- 
standen ist, liegt im Hormon der Thyreoidea, dem Thyroxin, vor: 


J J 4 
| 
40 0 cr—C—COOH 
y j NH, 


Durch intramolekulare Wasserstoffverschiebung (Oxydoreduktion) 
geht nach einer Ansicht von Schroeter’ Isoeugenol in Guajakharzsaure tiber : 


CH,0 CHO 
HO CH=CH—CH, HO Chtnt —CH, 


tis oH 


cH CH=CH ati Cis C— Ch 
OCH, CH; 


In einer Arbeit, die demnachst an anderer Stelle erscheinen wird, hat 
der Verfasser die Dehydrierung einfacher Polyoxybenzole verfolgt, um 
hierdurch Gesichtspunkte fiir die Konstitution der dabei entstehenden 
,.Phenolhuminsauren“* zu gewinnen. Es scheint wahrscheinlich, daB die 
Phenole bei der Oxydation zu Huminsaéuren kettenférmig aneinander 
gekuppelt werden und da8 die Huminsaéuren chinoide Oxydationsprodukte 
jener Phenolpolymere sind. 


Es war nun wiinschenswert, diese Untersuchungen auch auf Phenole 
auszudehnen, die schon seit langer Zeit als niedrigmolekulare Ver- 
wandte des Lignins aufgefaBt worden sind (Klason), d. h. die Phenole 
vom ,,Coniferyltypus“, wie z. B. Eugenol, Isoeugenol, Ferulasiure usw. 


Es liegen schon vereinzelte Beobachtungen iiber die Dehydrierung 
derartiger Kérper vor. So fand Tiemann?, daB Vanillin durch Ferrichlorid 
zu Dehydrodivanillin dehydriert wird, dessen Struktur durch die Arbeiten 
von Elbs und Lerch® und in neuester Zeit von Gulland und Hopton® fest- 


-gestellt wurde (I). 


CHO CHO 


Cc OCH, 
OH OH 


Acetovanillon wurde von Tiemann® durch dasselbe Dehydrierungs- 
mittel in Dehydrodiacetovanillon iibergefiihrt; Fichter und Christen® ge- 
langten durch elektrochemische Oxydation des ,,Cérulignols** (4-Oxy-3- 


1 Chem. Centralbl. 1928, II, 2303. 
2 Ber. 18, 3493, 1885. 

3 J. pr. Chem. (2) 93, 3, 1916. 

4 J. Chem. Soe. 1932, 8S. 439. 

Ber. 24, 2860, 1891. 

Helv. Chim. Acta 1925, S. 332. 
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nethoxy-1l-propylbenzol) zu einem Diphenol. Die Struktur des Dehydrodi- 
wcetovanillons ist noch nicht streng bewiesen, sie ist aber sicher der des 
Dehydrodivanillins analog. Das Dehydrodicérulignol von Fichter und 
Christen ist 3, 3’-Di-n-propyl-5, 5’-dimethoxy-6, 6’-dioxydiphenyl, denn es 
st identisch mit Tetrahydrodehydrodieugenol (vgl. unten). 

Eugenol und Isoeugenol wurden von Cousin und Hérissey' durch 
Pilzenzyme und Luft sowie durch Ferrichlorid zu Dehydrodieugenol und 
Dehydrodiisoeugenol dehydriert, aber die Struktur ihrer Produkte wurde 
nicht bewiesen. Es wurde angegeben, da Dehydrodieugenol ein Diacetat 
ergibt, sowie daB Dehydrodiisoeugenol ein Diacetat, ein Dibenzoat und einen 
Dimethylather ergeben. Heérissey und Doby* glauben, dal Dehydrodi- 
eugenol und Dehydrodiisoeugenol durch oxydative Kernverkniipfung 
gebildet werden, fanden aber, da®B ihr Dehydrodiisoeugenolmethylather 
durch Permangant mit ziemlich guter Ausbeute zu Veratrumsdaure, und nicht, 
wie erwartet, zu einer Diveratrumséure abgebaut wird. Dies Ergebnis 
ist mit dem angenommenen Diphenylcharakter des Deh ydrodiisoeugenols 
unvereinbar. Hérissey und Doby glauben aber, daB die Diphenylbindung 
beim Abbau .,gelést** werde. 

Wir haben diese Verbindungen einer erneuten Untersuchung unter- 
worfen und kénnen nur bestitigen, da die Annahme tiber die Kupplung 
beim Eugenol zutreffend ist. | Dehydrodieugenol ist 3, 3’-Diallyl-5, 5’- 
dimethoxy-6, 6’-dioxydiphenyl: 


Ce-Ci=CH, CHs—CH=CH, 


CH,0 OCH, 
CH OH 


Es liefert ein Di-p-nitrobenzoylderivat, welches demjenigen des Kresols, 
Eugenols und Isoeugenols sehr ahnlich ist, indem die Farbe nur sehr schwach 
gelblich erscheint. Bei der katalytischen Hydrierung werden vier Atome 
Wasserstoff aufgenommen. Beim Methylieren wird es leicht in einen éligen 
Dimethylather iibergefiihrt. welcher mit Permanganat dieselbe Diveratrum- 
siure ergibt, wie Dehydrodivanillindimethylather (Hérissey und Doby, 1. ¢.). 
Da®B wahrend der Dehydrierung keine Umlagerung der Allylgruppen in 
Propenylgruppen stattgefunden hat, geht aus dem negativen Austall der 
Balbianoschen Reaktion mit Mercuriacetat® beim Dimethylither hervor, 
sowie auch durch die Tatsache, daB Dehydrodieugenoldimethylather bei 
der Ozonolyse Formaldehyd liefert. 

Dehydrodiisoeugenol gibt mit p-Nitrobenzoylchlorid ein Mono-p- 
nitrobenzoylderivat, das orangerot ist. Die Annahme Cousins und 
Hérisseys (l.c.), daB Dehydrodiisoeugenol zwei freie OH-Gruppen 
enthalt, ist falsch, was auch mit den wenig befriedigenden Analysen 
ihrer Dehydrodiisoeugenolderivate in Ubereinstimmung steht. Ubrigens 
ist festgestellt worden, daB der Methylather des Dehydrodiisoeugenols 
nur drei Methoxylgruppen enthalt. Da Dehydrodiisoeugenol und seine 


1 (Clr. 146, 1413; Bl. (4) 3. 1066, L068; C. r. 147, 247; Bl. (4) 3, 1070. 
2 J. Pharm. et Chim. (6) 30. 289; Chem. Centralbl. 1909, IT, 1807. 
3 Ber. 36, 3575, 1903; 42, 1502, 1909. 
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funktionellen Derivate keine Carbonylreaktionen zeigen, und da der 
oxydative Abbau des Methylderivats Veratrumsiure ergibt, folgt, 
daB ein Sauerstoffatom des einen Molekiils Isoeugenol mit der Propenyl- 
seitenkette eines anderen Molekiils Isoeugenol reagiert hat. Dehydrodi- 
isoeugenol kann deshalb vorlaiufig folgendermafen aufgelést werden: 


Ost 


CH, 
wes og OCH, 
CH,0 l 
0 H,y C OH 


Es ist méglich, daB in Dehydrodiisoeugenol ein Cumaranderivat 
vorliegt. Uber weitere Versuche zur Strukturaufklirung dieses in- 
teressanten Dehydrierungsproduktes (katalytische Hydrierung, par- 
tieller oxydativer Abbau, Ozonolyse usw.) wird demnachst an anderer 
Stelle berichtet werden. Was die Frage nach dem Mechanismus! der 
Kupplung von monohydrischen Phenolen betrifft, ist z. B. beim 
Eugenol anzunehmen, da8 die OH-Gruppe oder dessen Ion R—O}’? 
ein Elektron an den dehydrierenden Stoff abgibt, wobei ein Radikal 
mit ,,einwertigem Sauerstoff entsteht. Der Sauerstoff komplettiert 
seine Elektronenhiille aus dem _ angeschlossenen Elektronendepot 

- der ,,doppelten Bindung, wodurch das Elektronendefizit an dem 
a-Kohlenstoff fortgepflanzt und R—O}’ regeneriert wird. Das Wasser- 
stoffatom des «-Kohlenstoffatoms wird sich als Proton abdissoziieren, 
indem ein Elektron der C: H-Valenz die Elektronenhiille des Kohlen- 
stoffs ergainzt und das andere zur Kernverkniipfung beansprucht wird. 
Wahrend dieses Prozesses nimmt R—O}’ ein Proton aus der Umgebung 
auf. Die verschiedenen Phasen der Reaktion werden unten schematisch 
zusammengestellt. 





CH;—CH=CH, CH=CH,  CH-CH=CH, —«CH—-CH=CH, | 7evative 
? Ym inyehny 
Q*s On — oa 
H -e . 
CHO Te tH, CH,0 - CHO oat 
0=-- 0} hh H)—=, Umgebung 
I Mt Comer? 





1 Uber die Verwendung der Elektronentheorie der Valenz in der 
organischen Chemie vgl. Robert Robinson, Outline of an electrochemical 
theory of the course of organic reactions (London 1932). Versuch einer 
Elektronentheorie organisch-chemischer Reaktionen (Sammlung Ahrens, 
Stuttgart 1932). 

2 Euler u. Brunius, Zeitschr. f. physik. Chem. 139, 615, 1928. 
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Es geht aus diesen Uberlegungen hervor, daB derartige Kupp- 
lungen immer in Ortho- oder Parastellung zur OH-Gruppe stattfinden 
miissen, was mit der Erfahrung in Ubereinstimmung steht. 

In Isoeugenol ist die Seitenkette mit dem aromatischen Kern 
konjugiert, und das primar entstandene Sauerstoffradikal kann sich 
auf mehrere Arten zu einem Kohlenstoffradikal tautomerisieren: Ent- 
weder analog Phase III beim Eugenol oder nach folgendem Schema: 


H 
eae 
HC) 
S) 
< 
CH.0 


0} 
wodurch die Seitenkettenkupplung beim Isoeugenol verstandlich wird. 


Experimentelles. 
Deh ydrodieugenol. 


Bequemer als nach der urspriinglichen Methode von Cousin und 
Hérissey \aBt sich Dehydrodieugenol nach folgender Modifikation darstellen. 
Zu 10 Liter destillierten Wassers werden 100 cem einer Lésung von Ferri- 
chlorid (50g FeCl, .6H,O enthaltend) hinzugefiigt und unter Umriihren 
(zweckmaBig durch Hindurchleiten eines kraftigen Luftstromes), in Inter- 
vallen von einer 1/, Stunde, portionsweise (je 25cem) eine Lésung von 
50 cem frisch destilliertem Eugenol in 200 cem 95°,igem Alkohol mittels 
einer Pipette eingeblasen. Nach 24 Stunden wird die braune, klebrige, von 
Kristallen von Dehydrodieugenol durchsetzte Masse gesammelt und rit 
demselben Volumen mit etwas Essigsiiure versetztem, 95°,igem Alkohol 
durchgearbeitet. Nach Stehenlassen itiber Nacht wird das rohe Dehydrodi- 
eugenol (7 bis 8 g) abgesaugt und mehrmals aus schwach essigséurehaltigem, 
95°,igem Alkohol unter Zusatz von Blutkohle umkristallisiert. Zwecks 
vélliger Reinigung wird es im Hochvakuum destilliert und nochmals aus 
Alkohol umkristallisiert. | Schmelzpunkt 106°* (gefunden: destillierte 
Substanz C 73,6, H 6.8°,; Co9H20,4 entspricht C 73,6, H 6,7°,). 


Tetrah ydrodeh ydrodieugenol. 


1g Dehydrodieugenol wurde in 100cem Alkohol gelést und nach 
Zusatz von 0,1 g Platinoxyd hydriert. Die Absorption von Wasserstoff 
entsprach genau 2 Mol und war nach 8 Minuten beendigt. Nach Ver- 
dampfen des Lésungsmittels wurde der Riickstand aus Alkohol umkristalli- 
siert, im Hochvakuum destilliert und nochmals aus Alkohol oder Essigsiure 
wnkristallisiert. Die Substanz bildete kleine, perlmutterglinzende Blitt - 
chen vom Schmelzpunkt 152° (gefunden: C 72,8, H_ 7,9°.3 Cop HO, ent- 
spricht C 72,7, H 7,9°,). Nicht nur Schmelzpunkt, sondern auch Kristall- 


* Samtliche Schmelzpunkte sind unkorrigiert. Die Elementaranalysen 
sind Mikroanalysen (von A. Schoeller, Berlin, und F. Hall, Oxford). 
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form und Schwerldslichkeit des Natriumsalzes sowie Ferrichloridreaktion 
stimmten mit den Angaben von Fichter und Christens (1. c¢.) iiber ihr Dehy- 
drierungsprodukt aus Propylguajakol iiberein. 


Deh ydrodieugenoldimeth ylather. 


1,63 g Dehydrodieugenol wurden in 15cem warmem Alkohol gelést. 
Nach dem Erkalten bis auf 35° wurden 2ccm Dimethylsulfat und dann 
portionsweise 3,5ccm 30°,ig. Kalilauge zugesetzt (Temperatur unter 45°). 
Nach 1 Stunde wurde die Reaktionsmischung in 50 cem Wasser gegossen 
und das ausfallende Ol mit Ather aufgenommen. Nach dem Trocknen 
iiber Magnesiumsulfat, Verjagen des Athers und Destillation im Vakuum 
wurden 1,6 g eines dicken Oles vom Siedepunkt 240 bis 242° (6mm Hg) 
erhalten (gefunden: C 74,3, H 7,7° 3; Co.H.O0,4 entspricht C 74,6, H 7,4°,). 
Der Dehydrodieugenoldimethylather ist bei gew6hnlicher Temperatur sehr 
dick 6lig und geruchlos, beim Erwarmen wird er leichtbeweglich und ver- 
breitet einen typischen Phenolathergeruch. 


Oxydation des Dehydrodieugenoldimethyldthers mit Kaliumpermanganat. 


0,2 g Dehydrodieugenoldimethylather wurden in 10 ccm kochenden 
Wassers suspendiert und fein pulverisiertes Kaliumpermanganat langsam 
zugegeben, bis die violette Farbe der Lésung bestandig wurde. Nun wurde 
Schwefeldioxyd bis zur <Auflésung des Manganschlammes eingeleitet, 
gekiihlt und von einer farblosen Fallung abfiltriert. Diese wurde im Hoch- 
vakuum sublimiert und schmolz dann bei 308 bis 309°. Mischschmelzpunkt 
mit Diveratrumsaure (aus Dehydrodivanillindimethylather und KMn0O,*): 
307 bis 309°. Die Substanz lieB sich leicht mittels Dimethylsulfat und Kali- 
lauge, oder in acetonischer Lésung mit in Ather geléstem Diazomethan in 
den Dimethylester iiberfiihren. Schmelzpunkt 131°. Mischschmelzpunkt 
mit einem authentischen Praparat: 131°. 


Ozonolyse von Dehydrodieugenoldimeth ylather. 


1g Dehydrodieugenoldimethylaither wurde in 10cem_ trockenem 
Chloroform gelést und wahrend 2 Stunden ein Strom von 3°, Ozon durch- 
geleitet. Beim Verdunsten des Lésungsmittels iiber Paraffin im Vakuum 
wurde das Ozonid als zihes 0] von wenig explosiven Eigenschaften erhalten. 
Beim Kochen mit Wasser trat ein intensiver Geruch von Formaldehyd auf, 
der erst nach dreistiindigem Kochen wieder verschwand. Aus dem harzigen 
Riickstand gelang es nicht, irgendwelche kristallisierbare Substanz als 
solche oder in Form von Derivaten — zu isolieren. 


Di-p-nitrobenzo yldeh ydrodieugenol. 


Eine Mischung von 0,5 g Dehydrodieugenol, 1 g p-Nitrobenzoylchlorid 
und 10cem trockenem Pyridin wurde unter RiickfluB 1/, Stunde gekocht. 
Nach dem Kiihlen wurde Wasser zugesetzt, wobei das p-Nitrobenzoy!l- 
derivat in quantitativer Ausbeute ausgefallt wurde. Es wurde aus Eisessig 
umkristallisiert und bildete kleine, strohgelbe Prismen. die in Alkohol und 
Ather schwerléslich waren und bei 172 bis 173° schmolzen (gefunden: 
N 4,49; CyqH2s0j9N, entspricht N 4,5°,). 


* Hérissey u. Doby, Chem. Centralb]. 1909, IT, 1807. 
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p-Nitrobenzoyleugenol. 


Wie oben dargestellt. Aus Methylalkohol umkristallisiert, verwachsene, 
gelbliche Prismen. Schmelzpunkt 78 bis 80° (gefunden: N 4,5°,; C),H,,;0;N 
entspricht N 4,5°,). 

p-Nitrobenzoylkresol. 

Wie oben dargestellt. Aus Eisessig umkristallisiert fast farblose, gelbliche 
Prismen. Schmelzpunkt 117 bis 119° (gefunden: N 5,0°,; Cy;H,,0;N 
entspricht N 4,9°,). 

Deh ydrodiisoeugenol. 

Die Methode von Cousin und Hérissey (1. c.) laBt sich folgendermaBen 
vereinfachen. 

100 g frisch destilliertes Isoeugenol werden in 1000 cem Alkohol gelést 
und bei Zimmertemperatur 200cem einer Lésung von _ kristallisiertem 
Ferrichlorid (100 g) in Wasser auf einmal zugesetzt. Die Lésung farbt sich 
zunachst auBerst kraftig blau, wird aber allmahlich griin und endlich braun. 
Nach 20 Minuten werden unter Umriihren 850 ccm destilliertes Wasser 
und einige Impfkristalle zu der Reaktionslésung hinzugesetzt, wonach man 
die Lésung 3 Stunden im Eisschrank stehen laéBt. Das ausgeschiedene 
Dehydrodiisoeugenol wird abgesaugt und mit 45°, Alkohol gewaschen und 
ist danach fast véllig rein. Die Ausbeute betragt 19 bis 20 g. Die Substanz 
wird mehrmals aus Alkohol und aus Eisessig umkristallisiert. Schmelz- 
punkt 133 bis 134°. Das Dehydrodiisoeugenol enthalt hartnackig kleine 
Mengen Lésungsmittel gebunden, die sich nur langsam im Vakuum bei 100° 
verfliichtigen und die analytischen Befunde beeintrachtigen. Die Substanz 
wurde deshalb im Hochvakuum destilliert (gefunden: vor Destillation 
C 71,4, 71,6°,, H 6,7, 7,0°,; nach Destillation C 73,5°., H 68° 3 Cop HosO, 
entspricht C 73,6°,, H 6,7°,). 

Nach dem Absaugen des Dehydrodiisoeugenols ergab die Mutterlauge 
beim Zusatz von Wasser groBe Mengen eines schwach rétlichen Oles, das 
sich bei 10 bis 15mm Druck gr6éBtenteils nicht unzersetzt destillieren lieB. 
Die kleinen Mengen, die iiberdestillierten, waren blau gefarbt, verblaBten 
aber allmahlich an der Luft und setzten kleine Mengen von Dehydrodi- 
isoeugenol ab. Diese 6ligen Verbindungen sind noch nicht néiher unter- 
sucht worden. 

Dehydrodiisoeugenol lést sich in konz. Schwefelséiure mit rotbrauner 
Farbe. Zusatz von Wasser bewirkt rote Ausflockung. Dehydrodieugenol 
lést sich in konz. Schwefelsaiure mit gelbbrauner Farbe, die beim Verdiinnen 
mit Wasser in griin, spiter in schwach blaulich umschlagt (Flocken). 


Deh ydrodiisoeugenolmeth ylather. 


20 g Dehydrodiisoeugenol wurden in 200 cem heiBbem, 95° igem Alkohol 
gelést. Nach dem Erkalten auf 25 bis 30° wurden 10 ccm Dimethylsulfat 
zugefiigt und dann unter Umschwenken und, falls nétig, Kiihlen (Tem- 
peratur unter 45°) portionsweise 12 bis 15 ccm 30°, ig. Kalilauge zugegeben. 
Gegen Ende der Methylierung kristallisierte das Methylderivat aus. Nach 
Zusatz von Wasser wurde es abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Die 
Ausbeute war fast quantitativ. Nach einmaligem Umkristallisieren aus 
Alkohol war die Substanz fiir weitere Umsetzungen rein genug, fiir die 
Analyse wurde sie aus demselben Lésungsmittel und zuletzt aus 
Kisessig umkristallisiert. Schmelzpunkt 126° (gefunden: CH,O0 27,9°.; 
Cy9Hy;0 (OCH), entspricht CH,O 27,4°,). 
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p-Nitrobenzoyldeh ydrodiisoeugenol. 


16g Dehydrodiisoeugenol und 2,7 g p-Nitrobenzoylchlorid wurden 
in 15 ccm trockenem Pyridin gelést und die Lésung '/, Stunde unter Riick- 
fluB gekocht und dann in Wasser gegossen. Das ausgeschiedene p-Nitro- 
benzoylderivat wurde abfiltriert und mit Methylalkohol und Ather ge- 
waschen. Nach Umbkristallisieren aus Eisessig wurde es rein erhalten. 
Schmelzpunkt 157 bis 158° (gefunden: N 3,0°,; Cg,;H»,0,N entspricht 
N 3,0°.). Rotorange gefarbte Kristallschuppen, deren Lésung in Elisessig 
rein gelb ist. Die Substanz ist schwer l6éslich in Alkohol, ziemlich léstich in 
Benzol und leicht léslich in Aceton. 


p-Nitrobenzoylisoeugenol. 


Diese Substanz wurde in ahnlicher Weise aus Isoeugenol gewonnen. 
Aus Eisessig umkristallisiert bildet sie schwach strohgelbe, prismatische 
Nadeln. Schmelzpunkt 123 bis 124° (gefunden: N 4,5°,; Cy,H,;0;N ent- 
spricht N 4,5°,). 
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Untersuchungen iiber hochmolekulare Elektrolyte. 


Von 
Einar Hedelius + und Erik Reinius. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des karolinischen Instituts 
in Stockholm.) 


(Eingegangen am 30. Dezember 1932.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Es ist schon lange bekannt, daB gewisse hochmolekulare Elektrolyte 
in ihren osmotischen Figenschaften bedeutende Abweichungen von dem 
van 't Hoffschen Gesetz aufweisen. 

So beobachteten sowohl Bayliss (1), als Donnan und Harris (2), dab 
das Dinatriumsalz von Kongorot einen osmotischen Druck zeigt, der un- 
gefahr demjenigen des undissoziierten Zustandes entspricht, obgleich Be- 
stimmungen des Leitvermégens eine beinahe vollstandige Dissoziation 
zeigen. Biltz und Vegesack (3) haben dasselbe auch bei anderen Farbstoffen 
gefunden. Donnan nahm an, da die Erklarung ein Membranphinomen 
sei, die iibrigen, daB die Erscheinung auf eine Aggregation zuriickzufiihren 
sei. Diese Theorien sind jedoch unzureichend, was durch die umfassenden 
Untersuchungen E. und H. Hammarstens (4,5) an Thymonucleinsiure, 
Protamin- und Histonchlorid u.a. und durch Studien von Jorpes und 
Hellgren (6) iiber Salze von Kongorot mit homologen aliphatischen Aminen 
gezeigt wird. Die Donnansche Theorie wird dadurch widerlegt, dal die 
Anomalie sich auch kryoskopisch zeigt. DaB die Aggregationstheorie un- 
zulanglich ist, wird dadurch bewiesen, daB die Aktivitéten der Wasserstoft- 
und Chlorionen, elektrometrisch gemessen, gréBer als der ganze osmotische 
Druck sind. Nach Bjerrum kann man das Verhaltnis so ausdriicken, da 
der osmotische Abweichungskoeffizient /, kleiner als der elektrometrisch 
gefundene Aktivitatskoeffizient fy, ist. Linderstrém-Lang (7) nennt Lésungen 
mit diesen Eigenschaften osmotisch abnorm (vgl. unten). 

Bei niedrigmolekularen Elektrolyten sind Abweichungen von den 
vant Hoff-Arrheniusschen Gesetzen von Bjerrum und Debye-Hiickel naher 
studiert worden. Sie nehmen an, daB interionische Kriafte die Aktivitit 
vermindern, eine Herabsetzung ergeben, die mit zunehmender Valenz 
und mit abnehmendem Molekularvolumen gréBer wird. Wie Hammarsten 
hervorgehoben hat, ist diese Betrachtungsweise bei hochmolekularen 
Elektrolyten nicht brauchbar. Die einwertigen Glyko- und Taurochol- 
sduren zeigen z. B. bedeutende Abweichungen. H. Hammarsten (5) hat fiir 
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diese und einige andere Substanzen den osmotischen Druck nach Debye- 
Hiickel berechnet ; diese Werte sind viel gr6Ber als die experimentell gefun- 
denen. E. und H. Hammarsten betonten dann die groBe Bedeutung, die 
dem Unterschied zwischen den Volumina der lonen zukommt: Je gréBere 
Differenz, um so gréBere Abweichung, d.h. um so kleinerer osmotischer 
Druck (,,Hammarsten-Effekt*‘). Sie stellen auch zur Erklarung eine Arbeits- 
hypothese auf: ,,Das kleine Ion ist im Planetensystem des groBen ver- 
borgen.** Linderstrém-Lang (7) hat das Problem vom thermodynamischen 
Gesichtspunkt aus untersucht, von den Gibbsschen Gleichungen ausgehend. 
Er sagt: ,,.Wenn man Lésungen von osmotisch abnormen Elektrolyten 
als einphasige Systeme in innerem Gleichgewicht behandeln will, ist die 
einzige Méglichkeit, daB die Aktivitat des groBen Ions eine abnehmende 
Funktion der Konzentration ist. Nur eine auBerordentlich starke Wechsel- 
wirkung zwischen den groBen Ionen — vielleicht eine Mizellenbildung, 
nur nicht in klassischem Sinn, kann dieses Phanomen erklaren.“* Das 
Volumen der ,,Gegenionen‘ iibt auf die Gr6éBe dieser (van der Waalsschen) 
Kohasionskrafte Einflu8 aus. 

In Lésungen von Eiweif-Alkali- und EiweiB-Halogensalzen ist der 
Unterschied zwischen den Volumina der Ionen groB, und die Valenz 
kann hoch sein. Man kann also osmotische Abnormitat erwarten. 
E. Hammarsten (8) hat dies durch kryoskopische Messungen an Ov- 
albuminchlorid bestatigt; gleichzeitig hat er darauf hingewiesen, daB 
die osmometrischen Studien Loebs iiber Gelatinechlorid auch hierfiir 
sprechen. Aus den Versuchen von Liebermann und Bugarszky (9) konnen 
keine SchluBfolgerungen in dieser Frage gezogen werden, weil ihr 
EiweiB zuviel Asche enthielt. Die Messungen Paulis und Robertsons 
und Burnetts (11) an Caseinnatrium liefern auch kein in dieser Frage 
brauchbares Material. Als unsere letzten Versuche im Gange waren, 
haben Stadie und Sunderman (12) eine Untersuchung iiber den osmoti- 
schen Koeffizienten (fj, von ihnen g genannt) fiir Na in Na-Hamo- 
globinat und fiir NaCl in Hamoglobinlésung publiziert. Er war im 


, ersten Falle 0,79 +- 0,027, wobei Anderungen des Verhaltnisses Na : Hb 


und der Konzentration des Na Hb keinen EinfluB gehabt haben. NaCl 
in NaHb-Lésung (pu nicht angegeben) hat volle osmotische Wirkung 
gehabt. Diese Resultate sind ziemlich erstaunlich. Die Verfasser be- 
sprechen den Gegensatz zu Adairs, Paulis u.a. elektrometrischen 
Cl-Bestimmungen in EiweiBlésungen. Adair (13) hat in Edestinchlorid- 
lésungen Variationen des f,, von 0,59 bis 0,86 bekommen, und in 
NaCl-Hamoglobinlésungen eine Herabsetzung des f/f. Pauli u. a. 
haben ahnliche Resultate erhalten. Wir kénnen hier nicht auf Stadie- 
Sundermans Erérterungen eingehen. Sie haben keine Lésung des 
Problems ergeben. Es bedarf hier viel mehr experimenteller Arbeit. 
Wir haben einen Beitrag geben wollen durch kryoskopische Studien 
von Ser- und Ovalbuminlésungen unter Zusatz kleiner Mengen von 
Elektrolyten. Die Reaktion ist dabei zumeist alkalischer als die iso- 
elektrische gewesen. 
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Material. 


Wir praparierten Ovalbumin nach Sérensen (14) mit Aussalzung des 
Globulins, drei Kristallisationen, Dialyse eine Woche lang (+ 3° C, Toluol), 
endlich Elektrodialyse einige Tage, die letzten 24 Stunden gegen Aqua dest. 
Die Lésung enthielt 5,2 °,, EiweiB. Der Aschengehalt war kleiner als 0,003 °,. 
Sulfatbestimmung nach Sérensen gab negatives Resultat. 

Indessen zeigte die Lésung eine gréBere (Cefrierpunktsdepression 
als diejenige, die sich aus dem von Sérensen (14) und Svedberg (15) an- 
gegebenen Molekulargewicht berechnen laBt, woraus geschlossen wurde, 
daB das EiweiB teilweise zerlegt worden war, wahrscheinlich wahrend des 
ziemlich langwierigen Reinigungsverfahrens. 

Das Seralbumin, das bei einer spiteren Gelegenheit prapariert wurde, 
haben wir darum schonender behandelt, nach der Methode, die Svedberg 
und Sjégren (16) bei ihren Molekulargewichtsbestimmungen an diesem 
EKiweiB verwendeten. Pferdeserum, mit Toluol versetzt, wurde mit (NH4).SO, 
halbgesattigt, und die Globuline wurden nach 24 Stunden abfiltriert, 
worauf das Albumin bei py 4.8 3 Tage lang auskristallisieren durfte. Danach 
Dialyse 4 Tage (Kalte) und endlich Elektrodialyse (220 Volt) 3 Tage, 
die letzten 24 Stunden gegen Aqua dest. Wir stellten zwei Praparate dar, 
von denen das erste eine Gefrierpunktsdepression von etwa dem dreimal 
berechneten Werte, das zweite eine von kaum dem doppelten zeigte. 
Das spezifische Leitvermégen war 10,5 .10~® (Wasserkorrektur 4 . 10° ®). 
Pauli (11) gibt ahnliche Werte an. Die zu groBe Gefrierpunktsdepression 
ist also nicht von Elektrolyten bedingt, sondern von kleinen Mengen Zer- 
fallsprodukte, die bei unseren Versuchen keine Bedeutung haben kénnen. 
Die Praparate wurden unter Toluol bei + 3° C aufbewahrt. 


Methodik. 


Der Apparat, dessen wir uns zu den Gefrierpunktsbestimmungen be- 
dienten, war genau nach demjenigen eingerichtet, der von Walker und 
Robertson (17) angegeben worden ist. Da wir aber bei den meisten Versuchen 
alkalische Fliissigkeiten untersuchten, muBte die Kohlenséure der Atmo- 
sphire ausgeschlossen werden, weshalb die eingeblasene Luft erst einen 
Natronkalkturm passieren muBte. Bei den Versuchen verwendeten wir 
ein Beckmann-Thermometer, das wir mit einem Kathetometermikroskop 
ablasen. Der Ablesungsfehler war kleiner als 0,0002. Der Nullpunkt war 
so eingestellt, daB nur etwa 2 cm (0,4°) von der Quecksilberséule exponiert 
war. Wir fiihrten die Versuche in einem Keller aus, wo die Temperatur 
ziemlich konstant + 15° war. Der Temperaturwechsel wihrend eines 
Versuchs diirfte kaum 1° iiberschritten haben. Der Lufturuck wurde notiert, 
aber die Verainderungen wihrend eines Versuchs waren nie so groB, daB sie 
merkbare Fehler haben verursachen kénnen. Die Empfindlichkeit des 
Thermometers fiir Druckvariationen wurde untersucht; sie war etwa von 
der gewoéhnlichen GréBe (0,0001° pro Millimeter Hg). Das Thermometer 
wurde zwischen den Versuchen in einem besonderen GefaB mit Eiswasser 
aufbewahrt. Wenn wir es in das GefrierpunktsgefaB iiberfiihrten, wurde es 
einen Augenblick ganz exponiert, so daB die Quecksilberséiule ein wenig 
anstieg, freilich nicht mehr als 0,5°, aber schon dies bringt in gewissem 
Grade die Gefahr einer Veranderung des Nullpunktes mit sich. Da wir das 
Thermometer immer sehr vorsichtig gehandhabt haben, bildet die erwahnte 
Uberfiihrung sicherlich die hauptsachliche, wahrscheinlich die einzige 
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Ursache einer eventuellen Nullpunktsaénderung. Wie Walker und Robertson 
gezeigt haben, ergibt diese Methode sehr genaue Resultate. Mit der ge- 
wohnlichen Beckmannschen Methode verglichen, hat sie den Nachteil. 
daB wahrend des Versuchs eine allmahliche Verdiinnung eintritt; das wird 
aber dadurch aufgewogen, daB man der Unterkiihlung entgeht. AuBerdem 
ist hier die Warmezufuhr von auBen auf ein Minimum beschrankt, was ein 
groBer Vorteil ist. Ihre hauptsachliche Fehlerquelle ist der Thermometer- 
fehler. Dieser besteht teils in Nullpunktsaénderungen, teils in unrichtigen 
Ablesungen infolge der Neigung des Quecksilbermeniskus, sich sprungweise 
zu bewegen und an gewissen Punkten des KapillargefaéBes haften zu bleiben. 
Vor der letztgenannten Gefahr haben wir uns dadurch geschiitzt, da®B wir 
vor jeder Ablesung das Thermometer etwa 1 Minute vorsichtig beklopft, 
und dadurch, daB wir jedes Gleichgewicht reproduziert haben. Um dies zu 
erzielen, haben wir, nachdem das Quecksilber an einem Punkte mindestens 
10 Minuten stillgestanden hat, das Thermometer etwas iiber die Oberflache 
der Fliissigkeit emporgehoben. Wenn man dies nur einen Augenblick tut, 
sinkt die Quecksilbersaéule ein wenig, weil sich das Glas schneller als das 
Quecksilber erweitert. Bei einer langeren Aufhebung steigt die Saule 
gegebenenfalls. Auf diese Weise haben wir jedes Gleichgewicht sowohl! 
von oben wie von unten reproduzieren kénnen. In der Regel haben wir genau 
dieselbe Ablesung bekommen, bisweilen haben sich Unterschiede von etwa 
0,0005° ergeben, wobei wir den Mittelwert benutzt haben. Bisweilen haben 
wir beobachtet, daB die erste Ablesung erheblich von derjenigen abwich, 
die sich nachher als reproduzierbar erwiesen hat. Mit dieser Technik diirfte 
die Gefahr falscher Gleichgewichte ausgeschlossen sein. 


Gegen die andere Fehlerquelle, die Nullpunktsanderung, ist es schwerer, 
sich zu schiitzen. Da jeder Versuch viel Zeit in Anspruch genommen hat, 
sind gewéhnlich zwischen den Nullpunktskontrollen vor und nach einem 
Versuch mindestens 24 Stunden vergangen. Die Veranderungen sind ge- 
woOhnlich kleiner als 0,0005° gewesen, aber bei drei Gelegenheiten gréBer, 
einmal so viel wie 0,002°. Die Schwankungen fanden um denselben Punkt 
statt und kénnen also keinen systematischen Fehler verursacht haben. 
Wie wir schon hervorhoben, sind diese Anderungen wahrscheinlich nach 
Ende des Versuchs erfolgt, wenn das Thermometer in das andere 
GefaB gesetzt wurde. Der gréfte wahrscheinliche Fehler bei jeder Getrier- 


‘ punktsbestimmung ist also héchstens 0,001°. Walker und Robertson geben 


an, daB die Methode in ihren Handen einen Fehler von 0,0005° hatte. Der 
Nullpunkt ihres Thermometers ,,did in no case change as much as 0,001° 
in 24 hours’. Raoult (zit. 15) gibt einen Fehler von nur 0,0002° an, da er 
kleine und regelmaBige Nullpunktsaénderungen* gehabt hat. 


Die Versuche wurden folgendermaBen ausgefiihrt. Zuerst Nullpunkts- 
bestimmung (25 bis 30 g Eis — etwa 60 g Wasser). Das Wasser wurde dann 
durch ein Rohr abgesaugt, welches durch das fiir das Seihrohr bestimmte 
..Kragenrohr‘’ hinuntergesenkt wurde. Bisweilen kontrollierten wir die 
Reinheit des Wassers durch Bestimmung der Leitfahigkeit. Durch dasselbe 
Kragenrohr wurde darauf mit einer Pipette eine genau bekannte Menge 
EiweiB eingegossen (in der Regel 50,16 cem). Das EiweiB war vorher durch 
mehrstiindiges Einblasen von CO,-freier Luft von Toluol befreit worden. 
In einigen Fallen wurde schon von Anfang an eine gewisse Menge eines 
Elektrolyts hinzugesetzt. In jedem Falle wurde der N-Gehalt in einer 
Probe des urspriinglichen EiweiBes bestimmt. Dann bestimmten wir den 
Gefrierpunkt der Lésung, und weil diese gew6hnlich sehr wenig vom Null- 
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punkt abwich, brauchte hier keine N-Bestimmung gemacht zu werden. 
In den Fallen, wo die Gefrierpunktsdepression des EiweiBes gréBer war, 
oder wo Elektrolyt von Anfang an hinzugesetzt worden war, wurde eine 
Probe durch ein Seihrohr abgesogen, das mindestens 15 Minuten vorher 
zur Abkiihlung durch das Kragenrohr eingefiihrt) worden war, das aber 
erst im Augenblick der Probenahme unter die Oberflache der Fliissigkeit 
gesenkt wurde. Genau 5cem wurden abgesaugt. Das Seihrohr wurde 
entfernt und eine gewisse Menge eines Elektrolyts durch das Kragenrohr 
hinzugesetzt. Das neue Gleichgewicht lasen wir ab, und durch ein neues 
Seihrohr wurde wieder eine Probe von 5cem abgesogen, worauf meistens 
dasselbe Verfahren noch einmal wiederholt wurde. Diese Methodik 
machte es méglich, die Gefrierpunktsdepressionen teils des reinen Eiweibes, 
teils der Lésung nach Zusatz von zwei bis drei Elektrolytkonzentrationen 
ohne Unterbrechung und an derselben EiweiBmenge zu bestimmen. Die 
Berechnung der Resultate wird indessen mit dieser Methode ein wenig 
kompliziert (vgl. unten). Jede abgesogene Probe wurde auf N-Gehalt 
mit der Mikromethode 7’. Teorells (18) analysiert. Mindestens vier, ge- 
wohnlich fiinf oder mehr Doppelbestimmungen wurden jedesmal! ausgefiihrt. 
Der durchschnittliche Fehler iiberschreitet nicht 1°, und legt im all- 
gemeinen bei 0,5 bis 0,7°,. In Jeder Probe wurde auch py bestimmt (Chin- 
hydron, Goldelektrode). Doppelbestimmungen wurden immer ausgefiihrt, 
und die Ubereinstimmung war ziemlich gut. Der Fehler iibersteigt nicht 
0,05 Einheiten von po. Wenn das px 7 bis 7,5 iiberschritt, war aber diese 
Methode nicht verwendbar. Herr cand. med. 7. Teoreil hat dann die Be- 
stimmungen mit der Glaselektrode giitigst ausgefiihrt. Der Fehler dieser 
Methode betragt etwa 0,06 Einheiten von pq. 


Die Versuche mit Kohlensaure (Nr. 12 und 13), die bei einer friiheren 
Gelegenheit ausgefiihrt wurden, haben wir bei + 2° bis + 4° Auben- 
temperatur vorgenommen. Die Methodik war in dem ersten Teil des Ver- 
suchs die oben beschriebene. Wenn die Sattigung mit Kohlensiure dann 
statthaben sollte, wurde folgendermaBen vorgegangen. Um die Kragen- 
rohre wurden Ligaturen gelegt, so daB der Apparat vollstandig dicht wurde. 
Ein besonderes Rohr diente als Ableitungsrohr fiir das Gas, das unter 
Wasser abgeleitet wurde, so dai man den Gasstrom, der klein gehalten 
wurde (etwa 3 Liter pro Stunde), kontrollieren konnte. Auf diese Weise 
vermieden wir teils einen merkbaren EinfluB auf die Temperatur, teils 
ein zu starkes Schaumen des Eiweibes. Die Durchstr6émung wurde 
mehrere Stunden fortgesetzt. Wenn Gleichgewicht eingetreten war, schlossen 
wir das Ableitungsrohr ab, und das EiweiB wurde von dem Gasdruck 
in einen von Eis umgebenen Scheidetrichter hinausgedriickt, wo es unter 
Umdrehung des GefaiBes von neuem in Gleichgewicht mit der Gasmischung 
bei Atmospharendruck kam. Die Menge war etwa 40 bis 50 cem. Die Probe- 
nahme wurde so ausgefiihrt, da®B das Ableitungsrohr des Scheidetrichters 
unter die Oberflache der Lésung gefiihrt wurde, wahrend der Kohlensaure- 
strom fortfuhr, wobei EiweiB in eine Pipette hinaufgepreBbt wurde. Die 
ersten Proben verwendeten wir zu Kohlenséiureanalysen, die mit dem 
Mikroapparat van Slykes ausgefiihrt wurden. Mindestens drei Bestimmungen 
wurden ausgefiihrt, die bis auf 1 bis 2°, stimmten. Eine zweite Probe 
wurde zu der pxy-Bestimmung genommen, die kolorimetrisch mit Nitro- 
phenolindikatoren (,,Dauerreihen** nach Michaelis) unter Paraffin gemacht 
wurde. Diese Bestimmungen, ebenso wie die Kohlensdéureanalysen § ge- 
schahen bei 2° bis 4° Temperatur. Der Fehler der Methode ist etwa 











rae einer tetas a torhanghipaneaaetiay Wet 
SS arian . 








186 E. Hedelius ¢ u. E. Reinius: 


0,05 Einheiten von px (fiir das schwach gelbliche Seralbumin war sie leider 
ungeeignet ). 
Die von uns verwendeten Gasmischungen bestanden aus CO, und Q,,. 


Berechnung der Versuchsresultate. 


Wir nehmen als Beispiel Versuch 2. 50,16 ccm EiweiB (5,65 mg N pro 
Kubikzentimeter) wurden hinzugesetzt. Die Lésung enthielt also 283 mg N. 
Die Probe B enthielt 4,10 mg N pro Kubikzentimeter, das Volumen war 
also im Augenblick der Probenahme 283/4,10 = 69cem. 5 ccm wurden ab- 
gesogen, und bei dem Gleichgewicht, das der Probe C entsprach, war also 
der totale N-Gehalt 283 — 5.4,10 = 263mg N. Die Konzentration war 

29e« 
hier 3,81 mg N pro Kubikzentimeter, das Volumen also Tal = 69,1 ccm usw. 


Da das Volumen also bekannt ist, kann man die Konzentration der Elektro- 
lyte aus der hinzugesetzten Menge erschlieBen und eine Korrektur fiir die 
mit der Probe entfernte Menge anbringen. Die Konzentrationen sind in 
der Tabelle I in Millimol pro Liter (mM/1) angegeben, in dieser Einheit 
sind alle Werte der Kolumnen 3 bis 9 gerechnet. Die Gefrierpunktsdepression 
des EiweiBes wurde im Anfang des Versuchs bestimmt, und wenn sie niedrig 
war, nahmen wir hier keine N-Probe, weil die Konzentration mit geniigender 
Genauigkeit aus den vorhergehenden und nachfolgenden Werten berechnet 
werden konnte. S6érensen hat namlich gezeigt, daB der osmotische Druck 
einer EiweiBblésung der Konzentration proportional ist. Fiir die sukzessive 
Verdiinnung wahrend des Versuchs korrigiert, wurde der so erhaltene 
Wert als MaB der molaren Konzentration des Albumins verwendet (Ko- 
lumne 4). Wie Svedberg und Sjégren (19) gezeigt haben, ist das Molekular- 
gewicht des Seralbumins bei pu 4 bis 9 konstant. Wir brauchten also bei 
diesen Versuchen mit keiner Veranderung der Molaritat bei px-Variationen 
zu rechnen. 

Die Werte der Kolumne 7 haben wir durch Berechnung des Ausdrucks 

[Na] + [Cl] (¢ — 1) + [albumin] 

bekommen, wo i der vant Hoffsche Faktor ist (aus Gefrierpunktsversuchen, 
Landolt- B6rnsteins Tabellen). (H*) und (OH~) brauchen wir hier nicht zu 
beriicksichtigen, weil die Versuche sich innerhalb des px-Bereiches 4,5 
bis 8,5 bewegen. Kolumne 8 (osmotische Konzentration) ist die abgelesene 
Gefrierpunktsdepression, durch 1,85. 107%, die millimolare Gefrierpunkts- 
depression, dividiert; die Werte bedeuten also diejenige Konzentration, 
die die Ablesung andeutet, in Millimol ausgedriickt. Kolumne 9 gibt den 
Unterschied zwischen den beiden vorhergehenden an. In den Versuchen mit 
CO, und Glucose sind die Berechnungsweise und die Bezeichnungen analog. 

Folgende gréBte wahrscheinliche Fehler werden berechnet: 0,001° 
an den Gefrierpunktsbestimmungen, 1°, an den N-Werten, 0,2 ccm an 
den Volumina der abgesogenen Proben und 0,5°, an den hinzugesetzten 
Elektrolytmengen. Der Fehler der Endresultate wird nach folgenden Formeln 
berechnet : nese es 
(Ata)+(Bib)=—A+B+tl+h, 
b 


? a 
(A+a).(B4b) =AB+AB. ] aa + 


Ata A A a® wo 


Bib Bp By at Re 
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ider Tabelle I. 
Ox. 1 2 3 5 6 7 . 
Ver- mg N Na cl eo 4.103 
such pro cem Pu Millimol Millimol ~ enalys.| - 1.85 
re 1A 10,28 
se ‘ B 7,90 4,93 
“4 C 6,47 8,25 3,7 15,8 12.5 3.3 
— D | 5,69 5,20 12,0 12,05 25,8 3.0 2.3 
also 
war 2 5,65 
a B | 410 855 9.4 10,4 6,5 
_ c | 3,81 | 6,80 8,7 9 12.5 9.9 
To- D $3.73 6,15 8,4 5.9 14,9 12,8 
die , - i — 
om 3.B 5,00 7.43 2 7,6 8,8 7,5 
eit C 4,80 6,49 »2 7,3 3,1 11,5 9,9 
ion D 4,56 5,30 ok 6.9 6,2 13,9 12,9 
rig 4.B | 5,51 6.84 5,8 7, 6.4 
der Cc 5,06 », 24 5,3 5,2 11,5 9,8 
net 
ick 5. B 4,64 i,d3 6,75 8,0 7,5 
ive C 4,38 7,67 10,3 3.9 15.3 13,7 
ne D 4,14 5.90 9,7 7.9 18,3 17,2 
.O- 
= 6B || 437 | 8,11 8,2 9,3 7, 
oe C 4,17 8,10 11,4 3,6 16,0 13,1 
i D 3,86 5,70 10,6 9.4 20,5 17,9 
7.B 5,40 8,31 1,1 10,4 11,5 8,6 
ks C 4,98 5,32 1,0 9,6 9,25 19,4 16,4 
8.B 4,83 5,12 4,75 
= C 4,48 7,62 4,4 6,2 10,6 9.6 
- D 4,14 7,60 4,1 10,25 4,5 18,7 17,1 
o 
ne 9.B 6,33 3,25 
s C 5,07 3.95 2,6 13,9 16.5 12,1 
n, D 4,42 5,23 2.3 12,2 12,1 25.9 24,2 
wn 
it 
- 1 2 3 5 6 7 8 
Ver- mg N vem = 4.103 
such proeem PH Mittimol > *™2!¥*-| Tas 
In 
10.B 4,90 5,19 5,56 11,4 8,8 2.6 
C 4,41 5,21 11,00 21,8 19,9 1.9 
D 4,17 5.25 25,7 49.6 46,4 3,2 
11.B 5,34 5,15 2 4,45 9,9 &.5 1.4 
Cc 4,98 5,18 8,63 18,0 16.6 1.4 
D 4,70 5,26 12,7 25,7 P51 6 
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1 2 3 4 5 6 7 x 9 
Ver- mg N Protein Na CO, ial J. 103 Differenz 
such | pro cem PH | Millimol | Millimol | Milimot ~®""9S-) 35 Millimol 

12.B 6,89 7,55 3.4 17.9 21,3 15,2 6,1 

Cc 5,66 6,30 2.8 14.8 13,9 31,5 30,0 1.5 

13. B 6,75 8.65 4,0 21,3 25,3 19.6 5,7 

Cc 6,05 6,6 3.6 19,1 13.8 36.5 35.3 Lz 

1 2 3 4 5 6 7 ~ 9 
Ver- mg N Protein Glucose ain 4.108 Differenz 
such procem PH — yinimol Millimol ~ *"*'5* 1,85 Millimol 

14. B 4.96 5,08 3,9 3.9 

Cc 4,55 3.6 10,2 13,8 14,2 0.4 

D 4,27 3,55 19,95 23.3 24,2 0.9 

Das Gasgemisch enthielt in Versuch 12 5,2 °,, CO, in Versuch 13 10,3 ° 


Diskussion der Versuchsresultate. 


Aus den Versuchen geht unzweideutig hervor, daB wahrend 
Glucose ihre volle osmotische Wirkung hat Na und Cl zum Teil 
inaktiv sind. Da die Theorie fiir Lésungen der in Rede stehenden Art 
noch sehr unvollstandig ist, kann man, wie wir spiter sehen werden, 
betreffs der Art der Inaktivierung, zu keinem definitiven Resultat 
kommen. Fiir Ovalbuminchlorid hat ja EF. Hammarsten die Unzu- 
langlichkeit der klassischen Dissoziationstheorie bewiesen: der totale 
osmotische Druck ist kleiner als derjenige, der nur den elektrometrisch 
gemessenen Cl-Ionen entspricht. Wir haben dagegen keine Messungen 
der Na-Aktivitét; die Konzentrationen haben wir stéchiometrisch 
berechnet. 
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DaB die klassische Dissoziationstheorie fiir das Na-Seralbuminat 
unzulanglich ist, k6nnen wir also hier nicht sicher beweisen. Ein solcher 
Beweis ist wohl auch nicht notwendig, da sie in tibrigen Gebieten 
und zwar auch in denen, die diesem naheliegen —— unzulanglich gefunden 
worden ist. Was an die Stelle der Dissoziationstheorie gesetzt werden 
soll, ist nicht klar. DaB, neben der stéchiometrischen Konzentration, 
die Valenz der Ionen fiir die GréBe des osmotischen Druckes groBe 
Bedeutung hat, geht aus der Abb. 2 hervor. Bei py 7 ist die Valenz, 
d.h. der UberschuB an negativen Ladungen des EiweiBes, etwa 12 
(18. 10-5. 67500) und fy 0,85 bis 0,90, bei pu 8,6 ist die Valenz 24 
und f, etwa 0,60. Diese Veranderung ist wohl das einzige Moment, 
das das sehr auffallende Ansteigen der Kurve bei steigendem py 
erklaren kann. Unser Ergebnis steht in scharfem Widerspruch mit 
denjenigen von Stadie und Sunderman (12), die schon in der Einleitung 
besprochen worden sind. Es ergab sich keine Anderung des osmotischen 
Koeffizienten der Na-Hb-Lésung, wenn das Verhaltnis Na: Hb variiert 
wurde. Wir verzichten auf eine Erérterung der Méglichkeiten, den 
Unterschied zwischen ihren und unseren Ergebnissen zu_ erkliren. 
Weitere Messungen, vollstandiger und mit einer verfeinerten Methodik, 
sind erst notwendig, um Licht auf dieses Gebiet zu werfen. -— Es ist sehr 
wahrscheinlich, daB der Volumeneffekt nach Hammarsten fiir die 
Inaktivierung von Bedeutung ist. Die Bedingung fiir seine Entstehung, 
groBer Unterschied der lonenvolumina, ist ja vorhanden. Die Radien 
der Na- und Cl-Ionen diirften etwa 3.10-%cm sein, das HCQ,-lon 
ist gréBer, aber von derselben GréBenordnung. Der Radius des Ov- 
albuminmolekiils ist 21,9.10-8em. Das Seralbuminmolekiil ist etwa 
doppelt so groB, es ist aber nicht spharisch, seine Asymmetriezah] ist 
1,26 [Svedberg (15)]. Leider haben wir nur wenige Versuche mit Na- 
Ovalbumin-CO,, die publiziert werden kénnen (bei den iibrigen sind 
technische Schwierigkeiten beim Ausfiihren nicht geniigend iiber- 
wunden), weshalb Schliisse nur mit Vorsicht gezogen werden dirfen. 
Soviel geht jedoch daraus hervor, daB die Na-Inaktivierung in den 
Ov- und Seralbuminlésungen prozentual von derselben GréBenordnung 
ist. Ob indessen ein kleiner Unterschied besteht, kénnen wir noch 
nicht sagen. Die Hammarstensche Hypothese verlangt ja auch in 
keiner Weise Proportionalitaét zwischen dem Volumen des groBen Lons 
und der Inaktivierung. 


Ein Unterschied tritt aber hervor zwischen dem Seralbumin- 
chlorid und dem Ovalbumincarbonat. In dem ersteren ist ja der Unter- 
schied zwischen den Volumina der Ionen erheblich gréBer als in dem 
letzteren. Wie unten naher gezeigt werden soll, haben wir auch cine 
deutliche Inaktivierung des Cl’ darlegen kénnen. Siehe z. B. Versuch 7. 
Die Differenz (Kol. 9) ist hier dieselbe bei py 8,3 und 5,3, obwohl Na 
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bei pu 5,3 erheblich gréBere Aktivitat hat, weil teils die Konzentration 
des Na-Albuminats, teils die Ladung des EiweiBions kleiner ist. Hier 
muB auch das Cl teilweise inaktiv sein. Die Versuche 12 und 13 mit 
Ovalbumin-CO, geben ein ganz anderes Bild. Die Differenz ist er- 
heblich kleiner bei einer héheren Wasserstoffionenkonzentration. 
Keine oder geringe Inaktivierung des HCO, scheint stattzuhaben. 
Der Hammarsten-Effekt wiirde also hier auftreten. Das Verhaltnis ist 
jedoch durch unsere Versuche nicht geniigend experimentell be- 
griindet, um als ein neuer Beweis fiir die Existenz des letztgenannten 
Effektes zu dienen. 

Unser einziger Versuch mit Salzsdure zeigt eine groBe Inaktivierung, 
die prozentual derjenigen in den NaOH-Versuchen mit den gréBten 
zugesetzten Laugenmengen entspricht. Manabe und Matula {zit. 
Pauli (10)] haben die Cl-Aktivitét in Seralbuminlésungen gemessen 
und bei kleinen Konzentrationen eine kleine Inaktivierung gefunden. 
Diese Bestimmungen kénnen jedoch auch nicht zu einem Vergleich 
zwischen f, und f, verwendet werden. 

In den Versuchen 10 und 11 haben wir NaCl bei isoelektrischer 
Reaktion hinzugesetzt. In den Versuchen 1, 4, 7 und 9 sind Lauge 
und Saure nacheinander in etwa aquivalenten Mengen hinzugesetzt 
worden, so daB die Lésung bei dem letzten Gleichgewicht auch als 
Albumin-NaCl-Lésung betrachtet werden kann. Die inaktive Menge 
zeigt eine Variation (Versuchsfehler), die mit der NaCl-Konzentration 
oder mit der Bereitungsweise der Lésung keinen regelmaBigen Zusammen- 
20 hang zeigt. Also sinkt die Kurve der 
%| | ze prozentualen Inaktivierung (Abb. 3) 




















ar = oe ee. steigende Konzentration, was 
7 wohl auch a priori wahrscheinlich ist. 
a a a ~~ z Die Versuche Liebermann- Bugarszkys 
Na Cl,mol* 10-8 prog Protein mit Ovalbumin-NaCl zeigen keine Her- 

Abb. 3. absetzung der osmotischen Wirkung. 

paeancan Cnet Ge vanes: Set Das EiweiB dieser Verfasser enthielt 


ganzen Na(l-Menge. 2 
jedoch schon von Anfang an eine 


bedeutende Menge Kochsalz, und ein Teil davon kann osmotisch unwirk- 
sam gewesen sein. DaB das Salz, das weiter hinzugesetzt wurde, vollen 
osmotischen Effekt hatte, beweist nur, daB eine eventuelle Inaktivierung 
von der Kochsalzkonzentration (innerhalb gewisser Grenzen) unabhangig 
ist (vgl. die Versuche 10 und 11). Es ist also méglich, daB das Ovalbumin 
sich in derselben Weise wie das Seralbumin verhalt. Stadie und Sunderman 
haben auch dieselbe Gefrierpunktserniedrigung von NaCl in Hamo- 
globinlésung wie in Wasser bekommen. Hb war gelést ,,by addition of 
the requisite quantity of NaOH‘, und die NaCl-Konzentration 
schwankte von 85 bis 614 Millimol pro Kilogramm Aqua dest. Auch 
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hier diirfte eine Erérterung sinnlos sein, ehe vollstandigere Unter- 
suchungen ausgefiihrt worden sind. 


Diese Inaktivierung von NaCl muB im Lichte der Bjerrumschen 
Zwitterionentheorie, die fiir EiweiB von Weber (20) u.a. bestatigt 
worden ist, betrachtet werden. Im isoelektrischen Punkte gibt es also 
sowohl positive als negative Ladungen. Wir kénnen demgemiB NaCl- 
EiweiB von denselben Gesichtspunkten aus wie Na-EiweiB betrachten. 
Fiir Glucose gelten die Voraussetzungen dagegen nicht, weil sie 
auBerst wenig dissoziiert, d. h. geladen, ist. Die Glucose hat ja auch 
volle osmotische Wirkung (Versuch 14). Pauli-Oryngs (1. c. 10) elektro- 
metrische Messungen an Seralbumin-KCl-Lésungen zeigen ja_ eine 
herabgesetzte Cl-Aktivitat, aber weil sie auBerhalb unseres Meb- 
gebietes liegen, sind sie zum quantitativen Vergleich ungeeignet. 

Eine bemerkenswerte Tatsache in den Versuchen 10 und 11 ist 
die, daB das py der EiweiBlésungen durch den Kochsalzzusatz nach 
der alkalischen Seite verschoben wird, was am besten aus der Tabelle II 


hervorgeht. 
Tabelle IT. 








NaCl 
woe hc weeds: re M 1 10 oo. ia Pu 
gro com Millimol ny "Protein 
4,8 0 4,96 
4,8 4 13,3 5,12 
4,8 8 26,7 5,18 
4,8 16 53,3 5,24 
4.8 32 106,7 5,28 
NaOH 
mg N ——_——_—__——_-_-- a 
0 nae . Mol. 10-5 PH 
eaten Millimol pro g Protein 
4,8 0,25 0,83 511 
4,8 0,50 1,7 5,25 


Die Wirkung kleiner Mengen ist also relativ am gréBten. Bei 
gréBeren Werten von py scheint sie vermindert oder sogar aufgehoben 
zu sein (Versuche 5, 6, 8). Linderstrém-Lang hat einen Effekt von KCl, 
(NH,),SO, und NH,Cl auf das py einer Seralbuminlésung gefunden. 
Die Titrierungskurve erfaihrt naimlich eine Verainderung dahin, dal 
sie einen steileren Verlauf bekommt. Das stimmt ja zu unseren 
Resultaten fiir NaCl. Bei isoelektrischer Reaktion weisen die von 
Linderstrém-Lang untersuchten Salze keinen Effekt auf, hier schneiden 
sich die Kurven fiir Versuche mit und ohne Salz. Fiir NaCl diirfte 
man also annehmen, daB sie sich auf der alkalischen Seite schneiden. 
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Es ist wohl nicht ganz einfach, die Erscheinung zu deuten. Vom klassi- 
schen Gesichtspunkt aus wiirde man sich so ausdriicken, da8 mehr Cl 
als Na gebunden wird. Von dem Na-UberschuB gibt dann die Tabelle 
eine Vorstellung. Er betrigt, wie man sieht, nur einige Prozente von 
der ganzen Na- Menge; eine exklusive Na-Bindung kommt hier jedenfalls 
nicht in Frage. Wie wir vorher betonten, diirfte die Dissoziationstheorie 
hier nicht gelten. Die Erklarung ist wahrscheinlich viel komplizierter, 
und wir lassen die Frage offen. 

Nach der Zwitterionentheorie gibt es EiweiBmolekiile mit positiver 
Ladung auch auf der alkalischen Seite vom isoelektrischen Punkte. 
Dies ist gegebenenfalls fiir die osmotische Aktivitat der Cl-lonen von 
Bedeutung, was auch aus unseren Versuchen hervorgeht. Siehe Abb. 2. 
Die Kurve gibt Prozente inaktiven Natriums in den Versuchen mit 
nur Alkali. Diese haben wir leider nicht mit kleineren Laugenkonzentra- 
tionen ausfiihren kénnen, weil die Versuchsfehler hier zu groB werden. 
Die Kreuze geben die Inaktivierung in Prozenten von der ganzen Alkali- 
konzentration in den Versuchen an, wo auch Cl anwesend ist. Sie liegen 
ja sicher oberhalb der Kurve bis zu px etwa 7. Das Verhaltnis geht 
vielleicht noch deutlicher aus den einzelnen Versuchen hervor (Ver- 
suche 2, 5, 6, 8). Dies kann bedeuten, entweder daB bei demselben 
pu, d. h. derselben Valenz des EiweiBions, Na bei gréBerer Konzentration 
prozentual mehr inaktiviert wird, oder daB auch Cl inaktiviert wird. 
Die erste Annahme stimmt jedoch nicht mit den Resultaten der Ver- 
suche 10 und 11 tiberein. NaCl wird bei gréBeren Konzentrationen 
prozentual weniger inaktiviert, und wie wir oben betonten, muB dies 
von beiden Komponenten des Salzes gelten. Die sehr unregelmaBige 
Lage der Punkte beruht teilweise darauf, daB der NaCl-Gehalt ver- 
schieden ist. DaB alle oberhalb der Kurve liegen, zeigt, daf cine 
Cl-Inaktivierung statthat. Uber die GréBe derselben kénnen wir uns 
nicht auBern, nur sagen, daB sie nach der alkalischen Seite ab- 
zunehmen scheint, was auch zu erwarten ist. 


Zusammenfassung. 

Die osmotischen Eigenschaften gewisser EiweiBlésungen sind nach 
Zusatz von Elektrolyten und Glucose kryoskopisch studiert worden. 
Aus den Versuchen kénnen folgende Schliisse gezogen werden: 

a) Die Gefrierpunktsdepression der Glucose in Eiweiblésung ist 
diejenige, die sich aus dem Molekulargewicht berechnen 1aBt. 

b) Starke Elektrolyte geben eine viel kleinere Gefrierpunkts- 
depression als st6échiometrisch berechnet. 

c) Die Inaktivierung von Na steigt prozentual nach der alkalischen 
Seite innerhalb unseres Untersuchungsgebietes, py 6,5 bis 8,5. 
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d) Die Cl-Inaktivierung ist bei dem isoelektrischen Punkt bedeutend, 
erstreckt sich auch auf die alkalische Seite hiniiber, um dort allmahlich 
abzunehmen. 

e) Die Gefrierpunktsdepression der NaCl-EiweiBlésungen ist in 
der Mehrzahl unserer Versuche kleiner als die der reinen NaCl-Lésung 
von derselben Konzentration. Die NaCl-Inaktivierung nimmt_ bei 
abnehmender Konzentration prozentual zu. Bei dem_ isoelektrischen 
Punkte werden sowohl Na als Cl inaktiviert: méglicherweise ist die 
Inaktivierung von Na gr6Ber als die von Cl (vgl. unten). 

f) Die Na-Inaktivierung ist in Ov- und Seralbuminlésungen, auf 
dieselbe molare EiweiBkonzentration berechnet, prozentual von der- 
selben GréBenordnung. 

g) Bei Untersuchungen iiber das System Na-Ovalbumin-CO, 
haben wir gefunden, daB die Inaktivierung viel kleiner ist als in demselben 
System ohne CQ,. Hier, wie fiir das Seralbumin-Na, wird die Inakti- 
vierung bei fallendem py vermindert, aber im Gegensatz zu Cl wird 
HCO, nicht oder wenig inaktiviert, was wahrscheinlich auf seinem 
gr6éBeren Tonenvolumen_ beruht. 

h) Bei Zusatz von NaCl zu isoelektrischem Eiweif wird sein py 
nach der alkalischen Seite verschoben. 

Eine Erklarung der obigen Resultate kénnen wir nicht geben, 
zumal da sie fiir eine griindliche mathematische Analyse ungeeignet 
sind. Wir haben jedoch wahrscheinlich gemacht, daB sowohl die Valenz 
des EiweiBes wie auch die Verschiedenheit der IonengréBe fiir die 
osmotische Abnormitat von Bedeutung sind. 

Durch die Bjerrumsche Zwitterionentheorie ist die Méglichkeit 
geschaffen, das System NaCl-EiweiB von demselben Gesichtspunkte 
aus wie das Na-EiweiB zu betrachten. 
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Zur Bestimmung der A-Vitaminwirkung mittels der 
Kolpokeratosemethodik. 


Von 
E. Klussmann und P. E. Simola. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 31. Dezember 1932.) 


Einleitung. 


Wie bekannt, ist heutzutage die quantitative Bestimmung der 
A-Vitaminwirkung in Nahrungsmitteln, die einstweilen nur mit Hilfe der 
biologischen Methode mdéglich ist, eine recht miihselige und langweilige 
Aufgabe. Verwendet man z. B. die kurative Methode, so muB man 
zuerst die Tiere solange auf einer A-vitaminfreien Grundkost halten, bis 
das Wachstum zum Stillstand kommt, wozu eine Zeit von etwa 5 bis 
8 Wochen erforderlich ist. Die danach folgende eigentliche Priifungs- 
periode kann dann oft 2 Monate in Anspruch nehmen. Die Methode 
ist u. a. auch dadurch erschwert, daB die Versuchstiere bei langwieriger 
ungeniigender A-Zufuhr sehr leicht von Infektionskrankheiten befallen 
) werden. Heutzutage, wo man bei der Lebensmittelkontrolle den 
Hi Vitamingehalt der Nahrungsmittel zu beriicksichtigen begonnen hat, 

ist es immer dringender geworden, ein kiirzeres Verfahren zu bearbeiten. 
=z: Eine solche, betrachtlich zeitsparende, neue Methode haben 
kiirzlich Hohlweg und Dohrn (1931) fiir A-Vitaminuntersuchungen vor- 
geschlagen. Das Verfahren griindet sich darauf, daB der A-Mangel, 
wie zuerst Evans und Bishop (1922) und spater u. a. Macy, Outhouse, 
te Long und Graham (1927) und Coward (1929) fanden, bei Ratten eine Art 
von Daueréstrus erzeugt. 


Wie Evans (1928) spaéter erhoben hat, ist diese bei A-Mangel vor- 
kommende Verhornung der Vaginalepithelien nicht als eine wirkliche 
Brunsterscheinung zu betrachten, weil sie auch bei kastrierten Tieren 
vorkommt. Vor einiger Zeit haben nun Hohklweg und Dohrn die Anwendbar- 
keit dieser Erscheinung als Test fiir A-Vitamin worauf schon Evans 
verwies — erprobt und dabei gefunden, daf sich das Phanomen entgegen 
den friiheren Angaben von Coward und Coward, Morgan und Dyer 
(1930) sehr gut als Test fiir A-Vitamin verwenden 1]a6t. Merkwiirdiger- 
weise wies aber Carotin in Versuchen von Hohlweg und Dohrn nicht die 
fiir A-Vitamin typische, Kolpokeratose heilende Wirkung auf. Dagegen 
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iaben die hollandischen Autoren Wolff und Overhoff (1931), sowie van 
Eekelen (1931), wie wir kiirzlich bei Durehsicht der Literatur gefunden 
iaben, positive Resultate mit Carotin erhalten. 

Was die Entstehungsweise der bei A-Karenz vorkommenden Ver- 
hornung des Vaginalepithels anbelangt, ist sie nur eine Teilerscheinung 
von derjenigen allgemeinen Umwandlung des normalen Epithels in ver- 
hornendes Plattenepithel, die der A-Mangel, wie nunmehr bekannt, im 
Tierorganismus bewirkt. Die erste Beobachtung tiber eine solche Epithel- 
veranderung diirfte von Mori (1922) herstammen. Eingehender ist die 
Erscheinung zuerst von Wolbach und Howe studiert worden, die eine 
Verhornung des Epithels u. a. eben in Urogenitalorganen fanden. Spater 
sind unsere Kenntnisse tiber die Epithelverhornung durch Beobachtungen 
und Untersuchungen von zahlreichen Autoren erweitert worden. 

Weil sich iiber die Anwendbarkeit der Kolpokeratosemethodik in 
der Literatur recht sparliche Angaben vorfinden, und die Methode 
unseres Erachtens Aufmerksamkeit verdient, erschien es uns an- 
vebracht, iiber einige Erfahrungen kurz zu berichten, zu denen wir bei 
Anwendung dieser Methodik gekommen sind. 

Da nunmehr das Carotin im allgemeinen als internationaler 
Standard fiir Vitamin A verwendet wird, schien es von Wichtigkeit 
zu sein, reinstes Carotin als Testsubstanz zu benutzen, um beim Er- 
proben der Methodik Erfahrungen fiir genauere Vorschriften zu schaffen. 
Von den auf A-Wirkung zu priifenden Substanzen war es besonders 
interessant, zu untersuchen, wie sich das Blattxanthophyll der Kolpo- 
keratose gegeniiber verhalt. Obgleich Xanthophyll das Carotin als 
Wachstumsfaktor nicht ersetzen kann, gibt es Beobachtungen, die 
etwas dahin zu deuten scheinen, daB ihm irgendeine Rolle bei den 
Wachstumsprozessen zukomme (siehe v. Euler, 1932). 


Versuche. 


Um mégliche, durch den normalen Zyklus bewirkte Téuschungen zu 
vermeiden, verwendeten wir, wie Hohlweg und Dohrn, bei den Priifungen 
nur kastrierte Rattenweibchen. Das Anfangsgewicht der kastrierten Tiere 
betrug 40 bis 60 g. Nach der Kastrierung bekamen die Tiere etwa eine Woche 
lang gew6hnliche Rattenkost, wonach sie zur Hervorrufung des Dauer- 
éstrus auf die iibliche A-freie Grundkost des Instituts gesetzt wurden. 

Die ersten Abstrichproben wurden nach 3 Wochen genommen. Zuerst 
ergaben die Proben wahrend vieler Tage reichlich Schleim und Leucocyten, 
was fiir kastrierte Tiere das Normale ist. Allmaéhlich nahm der Schleim- 
gehalt ab, und in den Praparaten wurden unter Leucocyten auch Schollen 
gefunden. Zuletzt trat das reine Schollenstadium ein, das unverdandert 
blieb, bis die Tiere an Vitaminhunger eingingen. Bei dieser Art von Oestrus 
tritt also nicht Proéstrus, d. h. reines Epithelstadium auf. Bemerkbar ist. 
daB der Daueréstrus schon in der Zeit auftrat, wo die Ratten noch cine Ce 
wichtszunahme zeigten. So betrug der Zuwachs wiihrend der ersten Woche 
nach Auftreten des reinen Schollenstadiums noch im Durchschnitt 5.2 g. 
Auch fing dieses Stadium zu relativ tibereinstimmender Zeit wahrend 
30 bis 40 Tagen bei saimtlichen Versuchstieren an. 














ee ee eee a a ee nr ae. err eer: 
i Se etn » — ‘ 


196 E. Klussmann u. P. E. Simola: 


Nachdem die Ratten das reine Schollenstadium wahrend 5 bis 6 Tage: 
gezeigt hatten, wurden den Tieren verschiedene Proben gegeben, un 
ihre Einwirkung auf den Zustand der Schleimhaut mittels der Abstric! 
proben verfolgt. Die Carotinoide wurden in Arachid6llésung hineinpipettiert 
Carotin in Tagesdosen von 1. 2,5 und 57, Xanthophyll in Dosen vor 
5, 10 und 207. Von den Margarineproben wurden abgewogene Menge 
von 0,2 g pro Tag zugegeben. 

Bei Verabreichung der angegebenen Mengen Carotin wurde fest 
gestellt, daB schon eine Menge von 1 3 Carotin, die, wie die Wachstum-~ 
kurven zeigten, nicht imstande war, eine deutliche Zuwachswirkung aus 
zuiiben, eine ausgesprochene Wirkung auf die Kolpokeratose hatte, obgleic! 
dazu eine recht lange Zeit erforderlich war. Die schnellste Wirkung auf da- 
Auftreten von Leucocyten unter den Schollen hatte die gréBte Carotindosis 


57. Merkwiirdigerweise wurde aber durch Verabreichung von 57 das 
normale Stadium von Schleim und Leucocyten nicht friiher erreicht als 
bei Zugabe von einer zweimal geringeren Dosis. Bemerkenswert war. 


daB die Tiere in verschiedenen Carotingruppen hinsichtlich der Verdnd: 
rungen der Schleimhaut in auffallend gleicher Weise reagierten. Zur Veran 
schaulichung der Resultate haben wir in der beigefiigten kleinen Tabelle 
die Mittelwerte der Tage wiedergegeben, nach denen Leucocyten bzw. das 
vollkommen normale, absolut schollenfreie Stadium in verschiedenen 
Gruppen auftraten. 

Zum Vergleich sind in der Tabelle die Resultate einer Margarine 
priifung wiedergegeben. Die gepriifte Margarine hatte nach den friihe: 
ausgefiihrten Zuwachsversuchen eine recht starke A-Wirkung. 





a E we Auftreten von Leucocyten Reines Schleim- und Leucocyten- 
Probe Tagesdose nach Versuchstagen stadium nach Versuchstagen 
Carotin 1 y 9 Tage 16 Tage 
» 2,5 oy m5 
‘ 5 y» a i2 , 
Margarin 02¢ es ae 


Beziiglich der Xanthophyllversuche wurde in keinem Falle trotz eine: 
langwierigen Zugabe von 20 7 Xanthophyll als Tagesdose irgendeine Ver- 
anderung der Kolpokeratose beobachtet. Um zu priifen, ob die negativen 
Resultate auf eine fehlende Resorption des Xanthophylls zuriickzufiihren 
sind, haben wir die Lebern von vier Tieren, von denen eins 5 y, zwei 10 > 
und eins 20 y Xanthophyll pro Tag wahrend 10 Tagen erhalten hatten, 
gleichzeitig mit Chloroform extrahiert, und den Extrakt spektrometrisch 
untersucht. Zum Vergleich wurde eine Chloroformlésung von dem ver- 
wendeten Xanthophylipraparat bereitet. Die beiden Lésungen wurden 
im Hiifner-Prisma verglichen; sie ergaben genau dieselben Bande und zwat 
489, 457 und 428 mp. Ebenso wurde bei einem Tier, das 25 Tage lang 20 > 
Xanthophyll erhalten hatte, spektrometrisch das Vorkommen von Xantho- 
phyll in der Leber nachgewiesen. Die Tiere hatten also Xanthophyll in 
der Leber gespeichert, konnten es aber nicht, wie Carotin, fir den normalen 
Aufbau der Schleimhaut verwenden. 

Weil es unseres Erachtens nicht definitiv bewiesen war, daB die Ver- 
hornung der Vaginalschleimhaut von den Avitaminosen nur fiir den A-Mangel 
spezifisch ist, haben wir mit der Abstrichmethode sowohl skorbutische 
Meerschweinchen als B- und D-avitaminotische Ratten untersucht, und 
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war Tiere, die sehr schwer von der betreffenden Avitaminose befallon 
varen. In keinem Falle war wenn die Tiere geniigend A-Vitamin er- 
halten hatten eine Verhornung der Schleimhaut nachweishar. Da- 
vegen konnten wir bei A-aritaminotischen Meerschweinchen eine typische 
Kolpokeratose feststellen. Im Gegensatz zu der Ratten-A-Avitaminose 
waren bei den von uns untersuchten Fallen von Meerschweinchen-A-Avit- 
auminose Vaginalveranderungen nur dann nachweisbar, wenn das (Crewicht 
der Tiere betrachtlich gesunken war. 

Ein gewisser Nachteil dieser Methode liegt darin, dali man dabei 
nur weibliche Tiere anwenden kann und dab bei der Operation etwa 10° 
ler Tiere eingehen. Dieser Verlust wird aber dadurch ausgeglichen. dab 


man oft mit Erfolg das gleiche Tier zu mehreren Priiftungen verwenden kann. 

Wir haben auch in Erwagung gezogen, ob man nicht fiir diese Methodik 
bei Anwendung besonderer Kriterien normale, unkasirierte Tiere benutzen 
kénnte. Untersuchungen in dieser Richtung sind in Angriff genommen. 


Zusammenfassung. 

Zweck der Untersuchung war, die Anwendbarkeit der Kolpo- 
keratosetestmethode fiir Bestimmung der A-Vitaminwirkung zu iiber- 
prifen. 

Die Methode erwies sich als ein sehr empfindliches Test fiir A- 
Wirkung. Man kann dadurch bei Ratten in solchen Fallen eine A-Vita- 
minwirkung feststellen, in denen die Zuwachsmethode versagt. Die 
von uns benutzten Ratten zeigten keine gr6éBere individuelle Varia- 
tion hinsichtlich des Auftretens der Kolpokeratose sowie der Heilung 
derselben. 

Wegen der noch ungeklirten Zuwachswirkung des Blattxantho- 
phylls wurde gepriift, ob es irgendeine Wirkung auf die Kolpokeratose 
ausiibt. Die Untersuchungen, bei welchen die gréBte Nanthophyll- 
dosis 20 y war, ergaben simtlich negative Resultate, obgleich die Ratte 
das Xanthophyll zu resorbieren und zu speichern imstande ist. 

Die Kolpokeratose kommt auch bei Meerschweinchen-A-Avita- 
minose vor. 
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Einige Betrachtungen 
iiber den glykolytischen Kohlenhydratabbau. 


Von 
Ragnar Nilsson. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 31, Dezember 1952.) 


Im Jahre 1930 hat der Verfasser eine Anschauung iiber die Glyko- 
lyse entwickelt, in welcher besonders die ersten Stadien des Abbaues 
besprochen werden!. Es scheint mir nach den neueren Forschungen, 
als ob gewisse Einzelheiten dieses Schemas sich jetzt weiter ausbauen 
lassen, und ich méchte nun das in einigen Richtungen erweiterte Schema 
zur Diskussion stellen. 

Der Kern des Abbauschemas ist die Vorstellung iiber die einleitende 
Phosphorylierung und die daran gekniipfte Spaltung der 6-Kohlenstoff- 
kette. Dariiber, daB dieser Spaltung der 6-Kohlenstoffkette eine 
Phosphorylierung vorangeht, oder wenigstens, daB die Spaltung in 
irgendeiner Weise mit einer Phosphorylierung gekoppelt ist, ist man 
wohl einig. Unter den in glykolysierenden Systemen aufgefundenen 
Hexosephosphorsaureestern besitzt aber, soviel ich sehen kann, keiner 
solche Eigenschaften, daB er fiir ein Intermediarprodukt beim Abbau 
gehalten werden darf. Von dem wirklich als Intermediarprodukt 
auftretenden Hexosephosphorsdureester mu ja zundchst gefordert 
werden, daB er mit geniigend groBer Geschwindigkeit vergart (d. h. 
mindestens ebenso schnell wie Glucose), was bei den bis jetzt iso- 
lierten Estern nicht der Fall ist. 

Was erstens die Hexosediphosphorsaure (Fructose-1, 6-diphosphor- 
siure) betrifft, so ist sie auch deswegen als zwangslaufige Durchgangs- 
stufe unwahrscheinlich, weil sie sich bei der Garung in so groBen Mengen 
anhauft, so daB eher auf eine Parallelitat zwischen CO,-Entwicklung 
und Hexosediphosphorséurebildung geschlossen werden kann (Harden- 
sche Gleichung). Die Gargeschwindigkeit ist schlieBlich im Vergleich 
zu der Gargeschwindigkeit der Zucker klein. Wenn Ohle? jiingst die 


1 Nilsson, Vorgelegt bei der Disputation 19. Marz 1930. Referat bei 
Euler u. Nilsson, Skand. Arch. Physiol. 59. 201, 1930; s. auch Euler u 
Nilsson, Biochem. J. 25, 2168, 1931. 

2 Ohle, Ergebn. d. Physiol. 1931. 
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Hexosediphosphorsaure von Harden und Young als Intermediarprodukt 
anspricht, ist darunter wohl die noch nicht zu Hardens Ester stabilisierte 
Hexosediphosphorsaure zu verstehen. Als Intermediarprodukt plausibler 
ware dann eine Hexosemonophosphorsaure. Es hat auch nicht an Ver- 
suchen gefehlt, die Hexosemonophosphorsiure in das Abbauschema 
einzufiihren. Die Hexosemonophosphorsiure von Neuberg (Fructo- 
furanose-6-phosphorsaure) ! zeigt nun wiederum nach iibereinstimmenden 
Angaben der verschiedenen Autoren eine nicht geniigend groBe Gar- 
veschwindigkeit. Beziiglich des Robison-Esters fanden vor kurzem 
Harden und Robison? in Bestatigung der von Neuberg und Kobel 
mitgeteilten Ergebnissen, daB sowohl der Robison-Ester als der Neuberg- 
Ester nur zu cinem geringen Betrage mit groBer Geschwindigkeit 
vergart. SchlieBlich ist ja der Robison-Ester keine einheitliche Substanz. 
sondern eine Mischung von wenigstens zwei Komponenten*. Uber 
die Gargeschwindigkeit der isolierten (Aldose- und Fructose-) Kompo- 
nenten liegt bis jetzt kein hinreichendes Versuchsmaterial vor. 

Ein erhebliches Interesse beanspruchen in diesem Zusammenhang 
die Verhaltnisse, die im Trockenmuskel und in Muskelsaften beziiglich 
der Milchséurebildung aus den vergirbaren Hexosen einerseits und 
andererseits aus den Polysacchariden obwalten. Wahrend Glykogen 
glatt zu Milchsiure abgebaut wird, erfordern die Hexosen noch den 
Zusatz eines aus Hefe dargestellten Aktivators (Meyerhof-Aktivator, 
Hexokinase); Meyerhof erklirt dies wohl mit Recht damit, daB dieses 
in der Hefe vorhandene Prinzip das Vermégen besitzt, die normalen 
Hexosen in eine reaktionsfahige Form umzuwandeln, wahrscheinlich 
dieselbe Hexoseform, die bei der Spaltung des Glykogens durch die 
Muskelglykogenase intermediar entsteht. 

In enger Beziehung zu diesem Phinomen stehen offenbar die Ver- 
haltnisse bei der isolierten Hexosemonophosphorsaurebildung®. Wenn 
die Garung aufgehoben wird, dadurch daB die Cozymase entfernt wird 
oder durch geeignete Vergiftung (NaF), findet eine Phosphorylierung 
statt, deren GréBe zur GréBe der Selbstgiérung der Trockenhefe in 
Beziehung steht. Zugesetzte Glucose itibt auf diese Phosphorylierung 
keinen EinfluB aus. Der dabei gebildete Ester ist mit dem Robison schen 
Ester identisch. Im Muskel findet aber bei Glykogenzugabe in Ab- 
wesenheit von Co-Ferment ebenfalls eine Phosphorylierung  statt. 
Zur Erklarung dieser Befunde habe ich folgende Deutung herangezogen. 
Die Verschiedenheiten, die zwischen Polysaccharidabbau und Hexosen- 
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Neuberg, diese Zeitschr. SS, 432, 1918. 

Harden, Alcoholic Fermentation 1931, S. 140. 

Neuberg u. Kobel, Liebigs Ann. 465, 272, 1928. 

Siehe z. B. Robison u. King, Biochem. J. 25, 323, 1931. 
Nilsson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. kemi 10A, Nr. 7, 1930 
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abbau in der Hefe und im Muskel vorliegen, sind dadurch bedingt. dal 
die Polysaccharide bei ihrer Spaltung zu Hexose, die von den weiteren 
Abbauprozessen unabhangig ist, fortdauernd die Veresterungsform 
der Hexose geben. Bei der Glucose besteht dagegen zwischen dieser 
Veresterungsform und der normalen Hexose ein Gleichgewicht, das 
quantitativ stark zugunsten der normalen Glucose verschoben ist 
Die Veresterungsform wird in diesem Falle nur in demselben Mabe 
produziert, wie sie verbraucht wird. Bei Hemmung der weiteren Um- 
setzung der intermediar gebildeten Hexosemonophosphorsaure. sei 
es durch Abwesenheit von Co-Zymase oder durch eine spezifische Ver- 
giftung, werden auch die ersten Reaktionen in dieser Reaktionskette 
verhindert. Bei dem Polysaccharidabbau dagegen wird unabhangig 
von dem weiteren Abbau die Veresterungsform der Hexose fortdauernd 
gebildet, und unter diesem Druck findet die Veresterung zu Hexose- 
monophosphorsaure statt. Der isolierte Robison-Ester diirfte aber als 
ein Stabilisierungsprodukt aufzufassen sein. 

Ohle nimmt an, daB aus der Glucose beim Abbau zuerst die 
Glucose-6-phosphorsaure gebildet wird: er setzt ferner voraus, dab 
diese Glucose-6-phosphorsaure iiber die Enolform in die Fructose-t- 
phosphorsaure umgewandelt wird. Diese Umlagerung ist nach Ohi: 
in der Natur dieser Ester begriindet und verlauft spontan mit sehr 
groBer Geschwindigkeit. Die Klarlegung dieser spontanen Umlagerung 
sollte, wenn mdglich, experimentell in Angriff genommen werden. 
Nach den Untersuchungen von Levene und Raymond! sowie Robison 
und King? ist die Aldosekomponente des Robison-Esters Glucose- 
6-phosphorsaure, die Ketosekomponente wahrscheinlich mit dem Haupt- 
anteil des Neuberg-Esters identisch und wahrscheinlich Fructofuranose- 
6-phosphorsdure. Fir die folgende Darstellung ist dies von Bedeutung. 

Die Annahme Ohles, daB aus Glucose zuerst die Glucose-6-phosphor- 
siure intermediar entsteht, laBt die Frage unbeantwortet, warum im 
Muskel die normalen Hexosen nicht angegriffen werden. Wenn zur 
Deutung dieser Verhaltnisse die Annahme Meyerhofs iiber die iso- 
merisierende Wirkung seines Aktivators herangezogen wird, kann aber 
ein Bild dieser Vorgange erhalten werden, das mit den bekannten 
biochemischen Beobachtungen iibereinstimmt. Als der primar gebildete 
Ester wird der -6-Phosphorsaureester der Enolform betrachtet®. Bei der 


1 Levene u. Raymond, J. of biol. Chem. 92. 757, 1931. 

2 Robison u. King, |. ¢. 

3 Auf die Bedeutung der den drei direkt vergarbaren Zuckern gemein- 
samen Enolform bei der Phosphorylierung hat bekanntlich Newberg schon 
1913 hingewiesen: Die Garungsvorgainge und der Zuckerumsatz der Zelle. 
Jena 1913; siehe auch Oppenheimer, Handb. d. Biochem... Erganzungshand 
1913, S. 580. 
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Bildung dieses Esters ist, nachdem die Enolform der Hexose geschaffen 
worden ist (sei es durch die Wirkung der Hexokinase oder dadurch, 
daB sie durch Polysaccharidzerfall entsteht), nur ein veresterndes 
Enzym beteiligt. Nach den neuen Befunden tiber die Beteiligung des 
Mg sowohl an der enzymatischen Spaltung von Phosphorséiureestern 
als am glykolytischen Abbau diirfte es wohl wahrscheinlich sein, daB 
die Synthese dieser Hexosemonophosphorséure durch dasselbe Enzym 
aktiviert wird, das die Spaltung der Phosphorsiureester bewirkt. 
Der gebildete intermediare Ester kann, wenn er in irgendeiner 

Weise dem Abbau entzogen wird, sowohl in Glucose-6-phosphorsiure 
als in Fructose-6-phosphorsaure iibergehen. Es bestehen hier Gleich- 
gewichte, die man wohl mit Ohle in folgender Weise ausdriicken kann. 

| 7 

OH OH HH OH 

C—C—_C—_C_—_C—-CH, . 0. PO, H, (I) 

H H OHH UH 

HO OH H OH OH 

c—t C—C-- C-—-CH,.0. POs H, 

H OHH UH 


‘i 


OH OH H- OH OH 
C=C. ~-C——-C——_C—-CH,..0.P 03H, (1) 
H OHH H 


i 


0 H OH OH 
HO.H,C C C C C CH,.O. POsH, (111) 
OH H H 


Diese Stabilisierung der intermediaren Hexosemonophosphorsaure 
fiihrt also zu einer Mischung, die sowohl Aldosekomponente als Ketose- 
komponente enthalt. Eine Mischung also von dem Typus, der sowohl! 
in dem Robison-Ester als in dem Embden-Ester vorliegt. Der Robison- 
Ester enthalt nach Robison und King auBerdem noch ein oder mehrere 
Phosphorsaureester unbekannter Konstitution. Es ware hier vielleicht 
auch an eine Umwandlung des intermediaren Esters in Mannosephosphor- 
siure zu denken. 


In diesem Zusammenhang mag erwahnt werden, da} die Milchsaure- 
bildung im Trockenmuskel oder in Muskelsaften aus Hexosephosphor- 
siureestern ohne Mitwirkung der Hexokinase sich ebenfalls durch diese 
Umlagerung der Hexosemonophosphorsiuren ineinander (bei der 
Hexosediphosphorséure nach Abspaltung des Phosphorsiureradikals 
in Stellung 1) erklaren laBt. 
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Die einleitenden Stadien bei dem glykolytischen Abbau der Hexosen 
und der Polysaccharide kénnen jetzt schematisch folgendermaBen 
veranschaulicht werden. 

Polysaccharide 
S Hexose-enolform 
n-Hexose# 


Glucose-6-phosphorsaure (II) 
v A 
ly Oxydo-reduktiver 
. ‘ Abbau 
Hexoseenolform-6-phosphorsaure (1) > 
A| 
v 


| 
Fructose-6-phosphorsaure (IIT) 


Wie ich friiher gefunden habe (Nilsson, 1. c.), gelangt man in der 
Reaktionskette bis zur Bildung der Hexosemonophosphorsdure ohne 
Mitwirkung von Co-Zymase. Erst bei dem jetzt folgenden weiteren 
Abbau der intermediaren Hexosemonophosphorsaure, der zunachst 
zur Aufspaltung der 6-Kohlenstoffkette fiihrt, ist die Co-Zymase be- 
teiligt. Wie Euler und Nilsson gefunden haben, fungiert die Co-Zymase 
bei einer gewissen, ganz bestimmten enzymatischen Oxydoreduktion 
als notwendiger Aktivator des Enzyms. Es ist dies namlich der Fall 
bei der in kohlenhydratabbauenden Systemen stattfindenden Methylen- 
blaureduktion. Nilsson fand spater, daB unter derartigen Umstanden 
auch zugegebener Acetaldehyd reduziert wird, wobei die Co-Zymase 
wiederum als notwendiger Aktivator funktioniert. Es muB betont 
werden, daB es sich hier nicht um sekundare Wirkungen handelt, da- 
durch, daB die Co-Zymase die Garung in Schwung bringt, wobei die 
entstandenen Garprodukte als Donatoren wirken. Auch in solchen 
Fallen, wo die ganze Reaktionskette des Abbaues durch spezifische 
Vergiftung zum Stillstand gebracht worden ist, wird namlich durch 
‘Zugabe von Acetaldehyd eine Reaktion hervorgerufen, die mit einer 
Geschwindigkeit verlauft, die von derselben GréBenordnung ist wie die 
Gargeschwindigkeit bei Abwesenheit von Gift. Der Acetaldehyd wird 
hierbei, und zwar unter Mitwirkung von Co-Zymase, reduziert, und 
gleichzeitig tritt unter aufgehobener CO,-Entwicklung eine bedeutende 
Phosphorylierung und schlieBlich eine Ausbildung von sauren Gruppen 
ein. Als Reaktionsprodukt wurde ein Kérper von der Zusammen- 
setzung der Monophosphoglycerinsaéure isoliert (Nilsson, l.c.). Auf 
Grund dieser Umstande finde ich es plausibel, daB unter Mitwirkung 
von Co-Zymase die Spaltung der 6-Kohlenstoffkette in zwei 3-Kohlen- 
stoffketten durch eine Oxydoreduktion erfolgt: 

OH OH H- OH OH 

C—C—C—-C—-C —_-CH, .0. PO,H, 


H OHH H 
—> (CHO—CHOH—CH, .0. PO; Hy + C,H, 0s. 
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Bei solcher Spaltung resultiert eine Bildung von 3-Glycerinaldehyd- 
phosphorsaure und einem Kérper von der Zusammensetzung C,H, Os. 

Die oben erwahnte Reaktion mit Acetaldehyd bei aufgehobener 
Garung wird jetzt verstandlich. Die Spaltung des intermediiren Esters 
ist durch die Vergiftung gebremst. Nach Zugabe des Acceptors Acet- 
aldehyd findet (unter Wasseraufnahme) eine gemischte Ox ydoreduktion 
statt, wobei der Acetaldehyd zu Alkohol reduziert wird. Statt Mono- 
phosphoglycerinaldehyd entsteht Monophosphoglycerinséure. (Ob diese 
gemischte Oxydoreduktion das noch nicht gespaltene Estermolekiil 
betrifft oder die in kleinen Konzentrationen vorhandenen Spaltprodukte 
laBt sich nicht sagen: ich gebe letzterer Deutung den Vorzug.) Was aus 
dem Kérper C,H,O, entsteht, ja, ob er tiberhaupt angegriffen wird, 
ist noch nicht experimentell entschieden; Zuckerkandl und Klebermass' 
wollen jiingst in einer solchen Reaktionsmischung Brenztraubensaure 
in groben Quantitaten nachgewiesen haben. 

Wenn wir jetzt wieder zu der normalen Spaltung zuriickkehren, 
werden wir zunachst bemerken, daB die dabei intermediar entstehende, 
phosphorfreie Komponente dieselbe empirische Zusammensetzung hat 
wie das hydratisierte Methylglyoxal. Uber die nach der Spaltung eventuell 
eintretenden Umlagerungen des freigemachten 3-——C-Kérpers und iiber 
die Konstitution des hydratisierten Methylglvoxals, das zur weiteren 
Umsetzung befaihigt ist, eine Aussage zu machen, dafiir besteht bei dem 
jetzigen Stande unserer Kenntnisse wohl keine Méglichkeit. Soviel 
darf aber gesagt werden, daB die formale Méglichkeit besteht, daB die 
phosphorfreie Komponente das hydratisierte Methylglyoxal darstellt. 
Damit waren wir also zu der Schliisselsubstanz gelangt, die im Sinne 

CH,.CO.CH (QH),* = C,H,O, 
Neubergs die weiteren Abbaureaktionen bis zu Alkohol und Kohlensaure 
durchlaufen kann. Die ,,innere Cannizzaro-Reaktion’’, wie sie bei der 
Milchséurebildung aus Methylglyoxal allgemein angenommen wird: 
CH,.CO.CHO + H,O + CH,.CHOH .COOH 
laBt sich bei dem schon hydratisierten Methylglyvoxal wohl ebenfalls 
reproduzieren?. Parallel mit dem hydratisierten Methylglyoxal entsteht 
bei der Spaltung der 6-C-Kette die 3-Glycerinaldehydphosphorsaure. 


' Zuckerkandl u. Klebermass, diese Zeitschr. 252, 330, 1982. 

* Die Schreibweise der Hydratform ist natiirlich ganz _ willkiirlich 
gewahlt. 

2 In der Monographie von Neuberg (1. c. Jena 1913) ist S. 15 die Méglich- 
keit erértert, die Umwandlungen des Methylglyoxals von denen des Hydrats 
herzuleiten. Daselbst steht auch, da man jederzeit den Glycerinaldehyd 
einfiigen kann, falls er wirklich nachgewiesen sein wird. 
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Fir ihre weitere Umsetzung habe ich ihre Kondensation zu Hexose- 
diphosphorsaure herangezogen. 
H,0,P.0.CH,. CHOH.CHO + OHO. CHOH.CH,.0. PO, H, 
et EE 
H OH 
—> H,0;P.0.H,C- C—C——-C—C—CH, .0. POSH, 
OH OHH H 

H. Fischer und E. Baer, die neuerdings die 3-Glycerinaldehyd- 
phosphorsiaure dargestellt und deren Eigenschaften beschrieben haben}, 
finden, daB sich diese Substanz in alkalischer Lésung leicht kondensiert ; 
sie halten es auch fiir méglich, daB unter geeigneten Bedingungen eine 
solche Kondensation zu einer Hexosediphosphorsaure fiihrt. Anderer- 
seits diirfte wohl eine Méglichkeit dafiir bestehen, daB aus der 3-Glycerin- 
aldehydphosphorsaure Methylglyoxal entsteht. Fir diese Méglichkeit 
spricht der Befund von Fischer und Baer (1. c.), daB sie in Gegenwart 
von Anilinacetat in essigsaurer Lésung mit m-Nitrobenzhydrazid all- 
mahlich das Methylglyoxal-m-nitrobenzoylosazon — liefert. Fischer 
und Baer halten es fiir wahrscheinlich, daB in alkalischer Lésung die 
3-Glycerinaldehydphosphorsaure sehr leicht in Methylglyoxal iibergeht. 
Es wird wohl méglich sein, daB sich unter biologischen Bedingungen 
diese Reaktion wirklich zum Teil abspielt. Sie gibt aber keine Erklarung 
fiir die Entstehung der Hexosediphosphorsaure und sagt nichts aus iiber 
die ,,halftige Teilung’’ des Zuckers. Wenigstens unter gewissen Be- 
dingungen tritt doch die letztgenannte Erscheinung so pragnant zutage, 
daB sie auf einen innigen Zusammenhang zwischen Diphosphatbildung 
und CO,-Entwicklung bzw. Milchsdurebildung direkt hinweist. Be- 
ziglich der Abweichungen von Hardens Gleichung, die manchmal 
konstatiert werden kénnen, méchte ich die Aufmerksamkeit darauf 
lenken, da die aus dem Polysaccharidvorrat des benutzten Enzym- 
materials erzeugte Monophosphatbildung manchmal die Berechnung 
wesentlich beeinflussen kann. Unter der Annahme schlieBlich, daB 
die Hexosediphosphorsaure eine obligate Durchgangsstufe beim Kohlen- 
hydratabbau darstellt, miiBte die RegelmaBigkeit, worauf die ,,halftige 
Teilung’ der Zucker hinweist, und die in Hardens Gleichung zum Aus- 
druck kommt, als ein bloBer Zufall betrachtet werden. 


Interessant ist in diesem Zusammenhang, da aus Galactose 
wahrend der Garung die Harden-Youngsche Saure entsteht (Nilsson, 
l.c.). Trotz der Konfigurationsverschiedenheit der Galactose fiigt 
sich dieser Befund zwanglos dem hier diskutierten Schema ein. Dab eine 
zweifache Veresterung des Galactosemolekiils zu der Harden-Young- 
schen Saure fiihren kénnte, scheint mir dagegen unwahrscheinlich. 


2 Fischer u. Baer, B. 65, 337. 1932. 
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Man fragt sich, was bei Anpassung einer Hefe an Galactose im 
Fermentsystem veraindert bzw. neu geschaffen wird. Wie Kuler und 
Jansson' gezeigt haben, kann die Anpassung nicht auf eine Veranderung 
des Co-Enzyms zuriickgefiihrt werden. Meiner Ansicht nach sollte 
gepriift werden, ob die Anpassung darin besteht, daB durch die Vor- 
behandlung mit Galactose eine dem Meyerhofschen Aktivator analoge. 
auf Galactose eingestellte Hexokinase in der Hefe ausgebildet wird. 
Diese ,,Galactokinase™ sollte imstande sein, im Trockenmuskel oder in 
Muskelsaften die Milchsiurebildung aus Galactose zu ermdéglichen. 
Vielleicht kénnte durch diesen Aktivator auch eine gew6hnliche Trocken- 
hefe befahigt werden, Galactose zu vergiren. In letzterem Falle kommt 
aber die Frage der Permeabilitét hinzu. (Glykogen z. B., das durch 
HefepreBsafte vergoren wird, wird ja bekanntlich von der Trockenhefe 
manchmal gar nicht angegriffen.) Auch Ohle (1. c.) ist der Ansicht, daB 
die Spaltung der 6-Kohlenstoffkette durch eine Oxydoreduktion zu 
Stande kommt. Uber die bei der biochemischen Zuckervergarung statt- 
findenden Reaktionen schreibt er: ,,Es kommen besonders derartige 
Reaktionen in Frage, die der Organismus mit Leichtigkeit auszu- 
fiihren vermag: Veresterungen, hydrolytische Spaltungen und gekoppelte 
Oxydationsreduktions prozesse. Fiir eine Aufspaltung von Kohlenstoff- 
bindungen ist nur die letztgenannte Reaktionsart in Betracht zu 
ziehen.”* 

Die Funktion der Phosphorsaure beim glykolytischen Zucker- 
abbau enthiillt sich nach der hier gegebenen Darstellung als ein Hilfs- 
mittel, die Hexose zur Spaltung der 6-C-Kette vorzubereiten. 

Cher die Entstehung des Methylglyoxals haben Newberg und Mit- 
arbeiter? in den letzten Jahren sehr interessante Feststellungen ge- 
macht. Durch Einwirkung von kleinen Hefemengen ist es ihnen ge- 
lungen, aus Hexosediphosphorsiure Methylglvoxal zu erhalten. Der 
Reaktionsmechanismus bei dieser Methylglvyoxalbildung scheint mir 
noch nicht klar zu sein, besonders nicht was die Mitwirkung der Co 
Zymase betrifft. Durch Einwirkung von Plasmolytika will Neuberg 
die Wirkung des Co-Enzyms ausgeschaltet haben und betrachtet die 
Spaltung der Hexosediphosphorsaure zu Methylglyoxal als eine Leistung 
der Apozymase. Er findet dies von theoretischem Standpunkt aus 
durchaus plausibel, weil die Hexosediphosphorsiiure ja den schon 
phosphorylierten Zucker darstellt und dadurch die Wirkungsphase 
der Co-Zymase schon durchschritten hat. Es ist offenbar, daB dies 
eine andere Auffassung iiber die Art der durch die Co-Zymase akti- 
vierten Reaktion voraussetzt als die von mir vorgeschlagene : ich méchte 


26, 1927. 


55, 1930, 


' Euler u. Jansson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 169, 2 
2 Siehe z. B. Newberg u. Kobel, diese Zeitschr. 229, 2 
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in diesem Zusammenhang darauf hinweisen, daB jedenfalls bei der 
normalen Vergiérung der Hexosediphosphorsiure die Co-Zymase_be- 
teiligt ist!. Die bisherige Erklarung fiir die Methylglyoxalbildung 
aus Hexosediphosphat haben iibrigens Newberg und Mitarbeiter an 
verschiedenen Stellen als eine vorlaufige bezeichnet?. Im _ iibrigen 
bleibt es wohl noch eine offene Frage, ob die Aufgabe der Co- 
Zymase nach eingetretener Spaltung der 6-C-Kette beendet ist 
oder ob sie auch bei den spater in der Reaktionskette im Sinne 
Neubergs sich abspielenden Oxydoreduktionen beteiligt ist. Wie 
Lohmann® neuerdings festgestellt hat, fungiert das reduzierte Gluta- 
thion als Komplement bei der Milchséurebildung aus dem_ syn- 
thetischen Methylglyoxal: andererseits verlauft die Milchsiurebildung 
aus Glykogen auch nach vollstandiger Entfernung des Glutathions. 
Dieses verschiedenartige Verhalten ist, wie Lohmann bemerkt, ,,fiir 
die Frage des Intermediarproduktes der Kohlenhydratspaltung von 
hohem Interesse**. Die neuen Befunde Lohmanns iiber die Co-Ferment- 
wirkung der Adenosintriphosphorsiure und sonstiger Adenylsdure- 
verbindungen werden es wohl notwendig machen, das Co-Ferment- 
problem durch vergleichende Untersuchungen in Hefe und Muskel 
eingehend in Angriff zu nehmen. Bis jetzt sind auf diesem Gebiete 
die Angaben der verschiedenen Autoren sehr widerspruchsvoll. 


1 Euler, Nilsson u. Jansson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 163, 202, 1927. 
2 Vel. z. B. Newberg u. Kobel, diese Zeitschr. 229, 256, 1930. 
3 Lohmann, ehenda 254, 332, 1932. 2 
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Uber die Adsorption und Elution 
des Forssmanschen heterogenetischen Antigens. 


Von 


Edvard Brunius. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 1. Januar 1953.) 


Das von Forssman im Jahre 1911 entdeckte heterogenetische 
Antigen ist zurzeit hinsichtlich seiner chemischen Zusammensetzung 
sehr wenig bekannt. 


Nicht einmal kann mit Sicherheit gesagt werden, in welche Kérper- 
klasse der physiologisch wichtigen Substanzen das F.-Antigen' einzureihen 
ist. DaB das F.-Antigen kaum zu der Klasse der EiweiBkérper gehéren 
kann, dariiber diirften sich wohl die meisten Autoren einig sein. Die schon 
langst bekannte Tatsache, daB das F.-Antigen in Alkohol und verschiedenen 
anderen organischen Solventien léslich ist, hat man lange als einen Beweis 
dafiir gehalteu. daB das F.-Antigen ,,lipoidartiger** Natur ist. Aus spiiteren 
Untersuchungen, vor allem von Landsteiner und Levene, die das F.-Antigen 
der Pferdenieren studierten, geht aber hervor, dali die Léslichkeit des 
F.-Antigens in organischen Lésungsmitteln in mehreren Fallen nur eine 
primar auftretende Erscheinung ist, die durch die Natur der Begleitstoffe 
bedingt ist. Je nachdem diese Stoffe im Laufe der Reinigung entfernt 
werden, andern sich die Léslichkeitseigenschaften des F.-Antigens, és wird 
allmahlich fast unléslich, z. B. in Alkohol, Ather, Chloroform. Das ent- 
gegengesetzte gilt fiir die Wasserléslichkeit. Aus urspriinglich wasser- 
unléslichen Praiparaten haben u.a. die oben erwahnten Autoren Sub- 
stanzen mit ausgeprigten Antigeneigenschaften erhalten, die sich aber in 


1 Ich bezeichne in dieser Weise das Forssmansche Antigen. Die ent- 
sprechenden Antisera werden F.-Antisera genannt. Vgl. J. Forssman, 
Die heterogenetischen Antigene und ihre Antikérper; Kolle-Wassermann, 
Handb. d. pathog. Mikroorg. 3. Aufl. 
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208 E. Brunius: 


Wasser vollig klar lésen. Nach Reinigungsoperationen tritt somit eine 


ganz neue Ldoslichkeitseigenschaft des F.-Antigens zutage. Durch die 
berthmten Untersuchungen von Avery und Heidelberger iiber die Pneumo- 
coccenantigene ist eine in chemischer Hinsicht ganz neue Art von Antigenen 
entdeckt worden, indem es sich herausstellte, daB Substanzen polysaccharid- 
ahnlicher Natur fiir die Typenspezifitat der Pneumococcen bestimmend sind. 
Die Annahme, daB auch bei dem F.-Antigen Substanzen aus derselben 
Koérperklasse fiir die Antigenwirkung verantwortlich sein kénnen, findet 
gute Stutzen in den oben erwahnten, eingehenden Untersuchungen von 
Landsteiner und Levene. Die beiden Autoren weisen auch auf diese Méglich- 
keit hin. Die Arbeit von Combiesco und Mitarbeitern iiber das F.-Antigen 


der Meerschweinchen- und Pferdenieren, sowie diejenigen von A. Meyer 


iiber das F.-Antigen der Shiga- und Paratyphusbazillen stehen gleichfalls 
mit der obigen Auffassung in Einklang. wenn auch erwahnt werden mul. 
daB im letzteren Falle ganz besondere Verhaltnisse beziiglich der serologi- 
schen Natur des Antigens vorhanden sind. Die chemisch-praparativen 
Arbeiten am F.-Antigen, besonders diejenigen von Landsteiner und Levene. 
sind zum Teil unter Verwendung sehr umstandlicher und kostspieliger 
Methoden es werden groBbe Mengen verschiedener organischer Solventien 
verbraucht ausgefiihrt worden. Es ist deshalb als ein groBer Fortschritt 
zu begriiBen, als man in der allerletzten Zeit fiir Antigenreinigungen (sowie 
auch fiir Antigentrennungen), wie es scheint, mit groBem Erfolge die tber- 
aus einfachen Adsorptionsmethoden hat verwenden kénnen, dieselben 
Methoden, die in der Enzymchemie schon langst erfolgreiche Dienste bei 
Enzymreinigungen leisten. Ich méchte nur an die praparativen Arbeiten 
aus der Willstdtterschen und Eulerschen Schule erinnern. 

Der erste, der Adsorptionsmethoden bei alkoholléstichen Antigenen 
(Haptenen) verwendet hat, ist Odén Fischer. Es gelang ihm, durch Be- 
handlung von Wassermann-Extrakten sowohl mit Aluminiumhydroxyd 
als mit Calciumphosphat die wirksamen Antigene zu entfernen. Wel und 
Berendes untersuchten die Adsorptionsverhaltnisse bei dem F.-Antigen 
sowie bei dem ubiquitaéren, alkoholléslichen Antigen (Sachs, Klopstock und 
Weil). Sie konnten die Antigene an Kaolin adsorbieren und weiter. was 
besonders interessant ist, diese aus dem Sorbat wiedergewinnen. Die 
Elution geschah einfach durch Behandlung des Kaolinadsorbates mit 
physiologischer Kochsalzlésung. Rudy konnte zeigen, daB die Adsorptions- 
methodik auch zur Trennung von Antigengemischen Verwendung finden 
kann. Er studierte ferner die Adsorption des F.-Antigens an verschiedenen 
Adsorbenzien, wobei er nachweisen konnte, daB das Antigen auBer an 
Kaolin auch an Aluminiumhydroxyd, Fullererde, Tricaleciumphosphat. 
Eponit gebunden wird. Elutionsversuche an den F.-Antigensorbaten 
wurden von ihm nicht vorgenommen. 

Fiir praparative Arbeiten am F.-Antigen sind die erwahnten Ver- 
suche von Weil und Berendes von allergr6Btem Interesse. Nach Angaben 
der Autoren sind in der Tat Antigenpraparate erhalten worden, die wasser- 
léslich sind. Unter Verwendung einer méglichst einfachen und, wie es 
scheinen kénnte, auch reproduzierbaren Methodik Adsorption des 
F.-Antigens aus einem alkoholischen Meerschweinchennierenextrakt an 
Kaolin, Elution mit physiologischer Kochsalzlésung —, sind die Autoren 
zu Praparaten gelangt, die diejenige Eigenschaft, namlich die Wasser- 
léslichkeit, aufweisen, welche Landsteiner und Levene bei ihren Praparaten 
erst nach zahlreichen chemischen Operationen erzielen konnten. 
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Seit einiger Zeit bin ich mit chemisch-praparativen Arbeiten am 
f.-Antigen beschaftigt. Die dabei von mir gewonnenen Ergebnisse 
werde ich an anderer Stelle beschreiben: dagegen méchte ich hier einige 
Versuche mitteilen!, bei denen ich die Adsorptionsmethodik von Weil 
und Berendes gepriift habe, in der Hoffnung, dadurch sofort: wasser- 
losliche Praparate zu erhalten, die dann weiter nach chemischen Methoden, 
Vetallsalzfallungen usw. gereinigt werden kénnten. Ich will aber 
schon hier erwahnen, daB ich dabei abweichende Resultate erhalten 
habe, indem ich die Elutionsversuche der Autoren, trotz genauer 
Innehaltung der gegebenen Vorschriften, nicht bestitigen konnte. 
Selbstverstandlich bezweifle ich keineswegs die Richtigkeit der Versuche 
von Weil und Berendes, ich teile aber immerhin meine Versuchsergebnisse 
mit, um zu zeigen, daB die von den Autoren angegebene Methodik, 
und zwar die Elutionsmethodik, nicht unter allen Umstanden reprodu- 
zierbar ist. 

Weiterhin werde ich einige Untersuchungen beschreiben, bei 
denen ich Aluminiumhydroxyd sowie Tierkohle als Adsorbentia fiir 
das F.-Antigen verwendet habe; ferner auch einige Fallungsversuche 
mit kolloidalem Eisenhydroxyd. Diese sind offenbar auch als Adsorp- 
tionsversuche zu betrachten, da wohl die Bindung des F.-Antigens an 
das ausgefallte Eisenhydroxyd adsorptiver Natur ist. 

Als F.-Antigen habe ich Alkoholextrakte sowohl aus Meerschweinchen- 
niere als Pferdeniere verwendet. Das fein zerkleinerte Organ wurde mit 
der fiinffachen Menge 96°,igen Alkohols versetzt und mehrere Tage auf 
der Schiittelmaschine geschiittelt. 

Fiir die Bestimmung des F.-Antigens habe ich, mit einer Ausnahme, 
die von Brahn und Schiff zur Untersuchung von Antigenen in’ Koérper- 
fliissigkeiten angegebene Hamolysehemmungsmethodik verwendet. Als 
Antiserum diente dabei ein durch kombinierte Vorbehandlung von Kanin- 
chen mit alkoholischem Pferdenierenextrakt und Schweineserum  ge- 
wonnenes heterogenetisches Serum. Vor jedem Versuch wurde der Hamo- 
lysintiter dieses Antiserums wie folgt festgestellt: Absteigende Mengen 
(Volumen 0,5 cem) des Serums wurden mit je 0,25 ccm 5°,ig. Hammelblut - 
aufschwemmung und je 0,25cem zehnfach verdiinnten Meerschweinchen- 
serums bei einem Gesamtvolumen von 1.5 ccm versetzt. Nach 30 Minuten 
bei 37° wurden die Haimolysegrade abgeschatzt. Der Titer war gewoéhnlich 
1: 10000. Sodann wurden absteigende Mengen (Volumen 0.5 ccm) des zu 
untersuchenden F.-Antigens mit je einer hamolysierenden Dosis des hetero- 
genetischen Antiserums vermischt. Nach 5 Minuten bei Zimmertemperatur 
wurden je 0,25cem 5°,ig. Hammelblutaufschwemmung und nach wieder 
5 Minuten bei derselben Temperatur je 0.25cem zehnfach verdiinnten 


1 Meine Versuche auf diesem Gebiete sind im unmittelbaren Anschlub 
an der von Weil und Berendes Ende Januar 1932 publizierten Arbeit 
ausgefiihrt (Marz 1932). Aus auBeren Griinden konnte eine Veréffentlichung 
zu diesem Zeitpunkt nicht stattfinden. 
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Meerschweinchenserums zugesetzt. Nach 30 Minuten bei 37° wurden di: 
Hamolysegrade in der iiblichen Weise abgeschaétzt und wie folgt notiert 


k. komplette Hamolyse, w. = wenig Hamolyse. 

f.k. = fast komplette Hamolyse, Sp. = Spur Hamolyse, 

st. starke Hamolyse, Spch. = Spiirchen Hamolyse, 
Bi | m. maBige Hamolyse. 0 keine Hamolyse. 


I. Die Adsorption des F.-Antigens an Kaolin. 

Das von mir verwendete Kaolinpraparat war durch langes Kocher 
mit Salzsiure usw. nach Willstdtter und Schneider gereinigt. Die bei de: 
Versuchen angewandte Suspension enthielt pro Kubikzentimeter 0,4 ¢ 
Kaolin. 

Folgende Versuche wurden angestellt : 

a) 3cem alkoholischen Organextraktes wurden auf dem Wasserbad 
verdampft und in 18cem physiologischer Kochsalzlésung aufgenommen 

b) 3cem alkoholischen Organextraktes wurden mit Leem der e1 
wihnten Kaolinsuspension gemischt.  Schiitteln 2 Minuten. Danac} 
20 Minuten langes Zentrifugieren in der Winkelzentrifuge. Die Restlésuny 


























wurde entsprechend a) weiter behandelt. 
i} c) Das Sediment von b) wurde in I8cem physiologischer Kochsalz 
lésung aufgenommen und 2 Minuten geschiittelt.. Zentrifugieren 20 Minuten 
Die klare Restlésung wurde direkt als Antigen verwendet. 
Hl In den Reihen I alkoholischer Meerschweinchennierenextrakt. 
i In den Reihen II alkoholischer Pferdenierenextrakt. 
i Das Ergebnis der Antigenbestimmungen (nach Brahn und Schi// 
ee zeigt Tabelle I. 
. | Tabelle J. 
| Hiimolyse von Hammelblut durch F.-Antiserum und Komplement 
bs) i nach Vorbehandlung des Antiserums mit 
Bi) =e fog te eaten om 
at Absteigende I. Meerschweinchennierenextrakt II. Pferdenierenextrakt 
x Antigenmengen —— “ oy Ce: Ie “ 
tt Ni. Extrakt ¢ ie Extrakt e 
; : Extrakt nach Elution Extrakt nach Elution 
Be com natiy Adsorption nativ Adsorption 
“Dp 0.5 0 0 k. 0 0 k. 
Ahh 0,25 0 Sp. k. 0 w. k. 
ait 0,15 0 Ww. k. 0 m. k. 
; 0,1 0 m. k. 0 st. k. 
i 0,05 0 k k. 0 k. k. 
0,025 0 k k. 0 k. k. 
0,015 Sp. k k. Sp. k. k: 
' 0,01 w. k k. w k. k. 
4 0,005 st. k k. m. k. k. 
0,0025 k. k k. st. k. k. 
0,0015 k. k k. k. k. k. 
0 k. k k. k. k. 
Der Versuch zeigt: 1. Das Kaolinpraparat hat eine kraftige, wenn 
r auch nicht quantitative Abnahme des F.-Antigens der beiden Organ- 
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Adsorption und Elution des Forssmanschen Antigens. 1) 


extrakte bewirkt. Es diirften iiber 90°, des Antigengehaltes entfernt 
sein. 2. Die Elution des Kaolinsorbates nach der von Weil und Berendes 
angegebenen Methodik hat in diesem Falle negative Resultate ergeben 


Bei Erklarung dieses abweichenden Ergebnisses ist zuerst daran 
zu denken, daB die von mir und die von den erwahnten Autoren zur 
Antigenbestimmung angewandten Methoden verschieden sind Ich 
habe die Methode von Brahn und Schiff aus folgenden Griinden ver- 
wendet: erstens laBt sie sich sehr schnell und einfach  ausfiihren. 
zweitens kommt bei dieser Methodik tatsachlich die Reaktion zwischen 
dem F.-Antigen und dem entsprechenden F.-Antikérper mehr isoliert 
zum Vorschein. Bei der Komplementbindungsmethodik kénnen ja 
auch andere, im System eventuell vorhandene Antigen-Antikérper- 
verbindungen eine Rolle spielen, weil die Abnahme der Komplement- 
konzentration gemessen wird. Um etwaige Aufschliisse in dieser 
Beziehung zu erhalten, habe ich bei den oben hergestellten Antigen- 
léisungen gleichzeitig dieselbe Methodik wie Weil und Berendes, die 
Komplementbindung, gepriift. 

Als Antisera habe ich dabei teils ein F.-Antiserum, gewonnen durch 
kombinierte Vorbehandlung von Kaninchen mit Pferdenierenextrakt und 
Schweineserum, teils ein gewOhnliches Anti-Hammelblutserum verwendet. 
Beide Sera zeigten einen Hamolysintiter von 1: L000, 

Absteigende Mengen (Volumen 0.25 cem) der AntigenlOsungen a), b). ©) 
wurden mit je 0,25cem zehnfach verdiinnten Meerschweinchenserums 
unter Zusatz von je 0.25cem zehnfach verdiinnten Antiserums digeriert. 
Nach 45 Minuten bei 37° erfolgte Zusatz von je 0,5 ccm eines gleichteiligen 
Gemisches von 5°,ig. Hammelblutaufschwemmung und Ambozeptor- 
verditinnung. 

Das Ergebnis nach weiterem Verweilen bei 37° (bis zur Auflésung det 
Serum- und Antigenkontrollen) zeigt Tabelle II. 

Aus der Tabelle II ergibt sich (im Vergleich mit der vorigen), dal 
die beiden Methoden zur Antigenbestimmung parallel gehen und zu 
denselben Ergebnissen gefiihrt haben. 


Als Ursachen der fehlenden Ubereinstimmung mit den Versuchen 
von Weil und Berendes diirften weiterhin besonders folgende zwei 
Moglichkeiten in Betracht gezogen werden: 


1. Die Natur der Antigenextrakte. 


2. Die Beschaffenheit der Kaolinsuspensionen. 


Was die erste Frage anbelangt, diirften wohl kaum groéBere Ver- 
schiedenheiten beziiglich der Extrakte vorhanden sein. Sie sind genau 
nach den in der Arbeit angegebenen Methoden gewonnen. Ich mul 
immerhin zugestehen, daB die von mir benutzten Extrakte nicht ganz 
frisch, sondern einige Monate alt waren. Vielleicht kann dieser Umstand 


14* 
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Tabelle 1]. 





Hamolyse von Hammelblut durch Ambozeptor und Komplement 
nach Vorbehandlung des letzteren mit 


Absteigende Anti-Hammelblutserum F.-Antiserum 
Antigenmengen ———— Se tt 
b b 
ee, Extrakt c e Extrakt ¢ 
Extrakt nach Elution Extrakt nach Elution 
cem natiy Adsorption nativ Adsorption 


I. Meerschweinchenn ierenextrakt. 


0,25 0 0 k. 0 0 k. 
0,15 0 0 k. 0 Sp. k. 
0,1 0 w. k. 0 w. k. 
0,05 0 k. k. 0 m. k. 
0,03 0 k. k. 0 k. k. 
0,02 0 k. k. 0 k. k. 
0,01 0 k. ze 0 k. k. 
0,006 m k. k. m. k. k. 
0,004 f. k k. k. st. k. k. 
0,002 k k. k. £ &. k. k. 
0,0012 k k. k. k. k. k. 
0 k k. k. k k. k. 
II. Pferdenierenextrakt. 
0,25 0 0 k. | 0 0 k. 
0,15 0 0 k. 0 0 k. 
0,1 0 Sp. k. 0 w. k. 
0,05 0 m. k. 0 st. k. 
0,03 0 k. k. 0 es, k. 
0,02 0 k. k. 0 k. k. 
0,01 0 k. k. 0 k. k. 
0,006 Ww k. k. k. k. 
0,004 m k. k. m. k. k. 
0,002 f. k k. k. f. k. k. k. 
0,0012 k. k. k. k. k. k. 
0 k. k. k. k. k. k. 


von Einflu8 sein. Zwischen den von mir und den von Weil und Berendes 
verwendeten Kaolinsuspensionen kénnen natiirlich groBe Verschieden- 
heiten vorkommen. Aus Erfahrungen in der Enzymchemie wei man, 
daB es fast unmdéglich ist, zwei Praparate mit genau denselben Adsorp- 
tions- und Elutionsverhaltnissen herzustellen. Es kann wohl méglich 
sein, daB durch die spezielle Natur des Adsorbens eine besonders groBe 
Stabilitat des Adsorbates bewirkt wird. Ich habe deshalb untersucht, 
ob durch langere Einwirkung von physiologischer Kochsalzlésung oder 
Einwirkung von verdiinnter Essigsiure oder Ammoniak eine Heraus- 
lésung des an Kaolin gebundenen Antigens erreicht werden kann. 


a) 3cem alkoholischen Organextraktes wurden verdampft und_ in 
18cem physiologischer Kochsalzlésung aufgenommen. 
b) 3.cem der Kaolinsuspension wurden zentrifugiert ; zu dem Sediment 


wurden 3 ccm alkoholischen Organextraktes gefiigt. Schiitteln 2 Minuten; 
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Zentrifugieren 20 Minuten. Die Restlésung wurde entsprechend a) weite 


hbehandelt. 
c) Das Sediment von b) wurde in IS cem physiologischer Kochsalz 
Nach 12 Stunden bei Zimmertemperatur (haufiges 


jésung aufgenommen. 
it 


Umschiitteln) wurde die Probe 20 Minuten zentrifugiert und danach 
Antigenbestimmung in der klaren Restl6sung vorgencmimen. 

In den Reihen | alkoholischer Meerschweinchennierenextrakt. 

In den Reihen II alkoholischer Pferdenierenextrakt. 

Das Ergebnis der Antigenbestimumungen (nach Brahkn und Sehity 


zeigt Tabelle III. 
Tabelle 111. 





Hamolyse von Hammelblut durch F.-Antiserum und Komplement 
nach Vorbehandlung des Antiserums mit 


Absteigende I. Meerschweinchennierenextrakt I]. Pferdenierenextrakt 
Antigenmengen ~— er ee b ae b 
a - fo a : s ‘ 
Extrakt -" Elution Extrakt “% Elution 
ecm natiy Adsorption nativ Adsorption 

0,5 0 k. w. 0 k. W. 
0,25 0 k. m. 0 k. m 
0,15 0 k. st. 0 k. f. | 
0,1 0 k. k. 0 k. k 
0,05 0 k. k. 0 k. k 
0,025 0 k. k. 0 k. k. 
0,015 0 k. k. 0 k. k. 
0,01 0 k. k. 0 k. k. 
0,005 w. k. k. w. k. k 
0,0025 st. k. k. st. k. k 
0,0015 f. k. k. k. k. k. k. 
0,001 k. k. k. k. k. k 
0 k. k. k. k. k. k. 


Aus der Tabelle III geht erstens hervor, dafS bei der in diesem 
Falle verwendeten gréBeren Kaolinmenge eine vollstandige Entfernung 
des F.-Antigens bewirkt ist. Die erreichte Elution aber ist verschwindend 
klein, trotz der langen Einwirkungszeit der physiologischen Kochsalz- 
losung. 

Sodann wurde die Elution mit verdiinnter Essigsaure und Ammoniak 
geprift. 

a) 3cem alkoholischen Pferdenierenextraktes wurden verdampft und 
in physiologischer Kochsalzl6sung aufgenommen. 

b) Zwei Proben mit je 3cem Kaolinsuspension wurden zentrifugiert. 
Zu den Sedimenten wurden je 3ccem Pferdenierenextrakt hinzugetiigt. 
Schiitteln 5 Minuten. Zentrifugieren 20 Minuten. Die Restlésungen wurden 
entsprechend a) weiter behandelt. 

c) Das eine Sediment von b) wurde in licem n 10 Essigséure aut 
Schiitteln 20 Minuten. Zentrifugieren 20 Minuten. Die klare 


10° ig. Kochsalz- 


genommen. 
Restlésung wurde neutralisiert und durch Zusatz von 
losung auf physiologische Salzkonzentration gebracht. 








oe ee a 
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d) Das andere Sediment von b) wurde in 15ccm n 10 Ammoniak auf 
venommen. Weiteres Verfahren entsprechend ¢). 
Das Ergebnis der Antigenbestimmungen (nach Brahn und Schiff) zeigt 
Tabelle IV. 
Tabelle IV. 





Hamolyse von Hammelblut durch F.-Antiserum und Komplement 
nach Vorbehandlung des Antiserums mit 


Absteigende ine peas. pei = eed seamen sll 


Antigenmengen b e d 

b . Extrakt nach Elution mit Elution mit 

‘om Extrakt natiy Adsorption Essigsaure Ammoniak 
0.5 0 ft. x. k. k. 
0.25 0 k. k. k. 
0,15 0 k. k. k. 
0,1 0 k. k. k. 
0,05 0 k. k. k. 
0,025 0 k. ke k. 
0.015 0 k. k. k 

0.01 0 k. es 

0,005 0 k. k. k. 
0,0025 m. k. k. k. 
0,0015 ‘x k. k. k 
0.001 k. k. k. k 
0 k. k. k. k. 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, ist weder durch Einwirkung von 
verdiinnter Essigsaure noch von verdiinntem Ammoniak eine Elution 
des an Kaolin gebundenen F.-Antigens erzielt worden. 

Ich fiihre zum SchluB einen Versuch an, bei dem ein von mi: 
gereinigter, alkoholischer Pferdenierenextrakt zur Verwendung kam 
Dies geschah in der Absicht, etwaige Aufschliisse beziiglich der even- 
tuellen Beeinflussung der Extraktbegleitstoffe auf die Elution zu er- 
halten. 

a) 3cem des gereinigten Pferdenierenextraktes wurden verdamptt 
und in 18cem physiologischer Kochsalzlésung aufgenommen. 

b) 3cem Kaolinsuspension wurden zentrifugiert. Zum Sediment 
wurden 3ccm des gereinigten Extraktes gesetzt.  Schiitteln 2 Minuten. 
Zentrifugieren 20 Minuten. Die Restlésung wurde entsprechend a) weite! 
behandelt. 

c) Das, Sediment von b) wurde in 18cem physiologischer Kochsalz- 
lésung aufgenommen und 2 Minuten geschiittelt. Zentrifugieren 20 Minuten. 
Die klare Restl6sung wurde als Antigen verwendet. 

Das Ergebnis der Antigenbestimmungen (nach Brahkn und Schiff) zeigt 
Tabelle V. 

Der Versuch zeigt, daB die Elutionsverhaltnisse auch bei einem 
in bezug auf F.-Antigen gereinigten Pferdenierenextrakt, wo also die 
Konzentration der Begleitstoffe herabgesetzt ist, keine anderen sind 
als bei einem gewéhnlichen Rohextrakt. Die Adsorption ist mit guter 


Ausbeute verlaufen. 
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Tabelle V. 





: : Hamolyvse von Hammelblut dureh F.-Antiserum und Komplement 
\bsteigende Antigen- nach Vorbehandlung des Antiserums mit 
mengen - 


a b 

eom Extrakt nativ Extrakt nach Adsorption Elution 
0.5 0 0 Ww. 
0,25 0 0 f. k. 
O15 0 m. k. 
0.1 0 st. k. 
0.05 0 k. k 
0,025 0 k. k. 
0.015 0 k. k. 
0.01 Sp. k. k. 
0,005 hh. k. k. 
0,0025 fe &. k. k. 
0.0015 k. k. k 

0 k. k. k. 


I]. Die Adsorption des F.-Antigens an Aluminiumhydroxyd. 


Das von mir zu den Adsorptionsversuchen benutzte Préiparat war ein 
A-Aluminiumhydroxydpraparat, hergestellt nach den Vorschriften von 
Weilstatter. Die Suspension enthielt pro Kubikzentimeter 0.056 g Al, Qs. 

a) 3cem Pferdenierenextrakt wurden verdampft und in’ 18 ccm 
physiologischer Kochsalzlésung aufgenommen. 

b) Zwei Proben mit je 3cem Aluminiumbydroxydsuspension wurden 
zentrifugiert. Zu den Sedimenten wurden je 3ccm Pferdenierenextrakt 
gesetzt. Schiitteln 15 Minuten. Zentrifugieren 20 Minuten. Die Rest- 
lésungen wurden entsprechend a) weiter behandelt. 

c) Das eine Sediment von b) wurde in I8 ccm destillierten Wassers 
aufgenommen. Schiitteln 20 Minuten. Nach Zentrifugieren wurde die 
klare Restlésung mit einer 10°,ig. Kochsalzlésung auf physiologische 
Salzkonzentration gebracht. 


Tabe lle VI. 





Himolyse von Hammelblut durch F.-Antiserum und Komplement 
nach Vorbebandlung des Antiserums mit 


Absteigende —— 
Antigenmengen a b ¢ d e 
Extrakt Extrakt nach Elution Elution Wiederholte Elution 

ecm nativ Adsorption mit H,O mit Na,HPO, mit Na, HPO, 
05 0 0 k. 0 me 
0.25 0 w. k. 0 k. 
0,15 0 m. k. w. k. 
0,1 0 st. k. m. k. 
0,05 0 f. &. k. f. k. k. 
0,025 0 k. k. k. k. 
0.015 0 k. x. k. k. 
0,01 0 k. k. k. k. 
0,005 0 k. . k. k. 
0,0025 m. k. k. k. k. 
0,0015 tx. k. k. k. k. 
0,001 k. k. k. k. k. 
0 k. k. k. k. k. 
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d) Das andere Sediment von b) wurde in 18 cem m/10 sekundare: 
Natriumphosphatl6sung aufgenommen. Schiitteln 20 Minuten. Nac} 
Zentrifugieren wurde die klare Restl6sung neutralisiert. 

e) Das Sediment von d) wurde noch einmal mit 18 cem m,/l0O Natrium- 
phosphat behandelt. 

Das Ergebnis der Antigenbestimmungen (nach Brahn und Schiff) zeixt 
Tabelle VI. 

Aus der Tabelle VI ergibt sich zunachst, da das F.-Antigen tat- 
sichlich zum gréBten Teil durch Einwirkung von Aluminiumhydrox vd 
entfernt worden ist. Dieser Befund steht in Ubereinstimmung mit den 
Angaben von Rudy. Es zeigt sich aber weiter, daB die Versuche, das 
Antigen mit Wasser herauszulésen, vollkommen negativ § ausfielen 
Wenig besser in dieser Beziehung verhalt sich sekundares Natrium- 
phosphat; nur eine aéuBerst geringfiigige Elution wurde mit diesem 
Praparat erreicht. 


I. Die Fiallung des F.-Antigens mit kolloidalem Eisenhydroxyd. 

Das von mir benutzte Praiparat war Mercks ,,Ferrum oxydatun 
dialysatum liquidum“. Es enthielt pro Kubikzentimeter 0,052 g Fe, Qs. 

a) 3ccm Pferdenierenextrakt wurden verdampft und in’ 18 ¢em 
physiologischer Kochsalzlésung aufgenommen. 

b) 3cem Pferdenierenextrakt wurden bei Zimmertemperatur mit 
lcem kolloidalem Eisenhydroxyd versetzt. Es trat sofort Ausfallung von 
Eisenhydroxyd ein. Die Mischung wurde 15 Minuten geschiittelt. Zentrifu- 
gierung. Die Restlésung wurde entsprechend a) weiter behandelt. 


Tabelle VII. 





Himolyse yon Hammelblut durch F.-Antiserum und Komplement 
nach Vorbehandlung des Antiserums mit 





b 
Absteigende ‘ ‘ d 
Antigenmengen in Extrakt nach ce Extrakt nach e 
, Behandlung Elution Behandlung Elution 
Extrakt — mit kolloidalem yon Sorbat (b) mit kolloidalem von Sorbat (() 
matiy Fe(OH); mit Nas HPO, Fe (OH), mit Na, HPO, 
bei Zimmer- : bei 70° 7 
ecm temperatur 
0.5 0 0 0 Sp. Ww. 
0,25 0 0 m. w. st 
O15 0 0 f. k. m,. f. k. 
0.1 0 0 k. st. k. 
0,05 0 m. k. f. k. k. 
0,025 0 i F k. x k. 
0,015 0 k. k. k. k. 
0,91 0 k. k. k. k. 
0,005 0 k. k. k. k. 
0,0025 m. k. k. k. k. 
0,0015 f. k. k. k. k. k. 
0,001 k. k. k. k. k. 


0 k. k. k. k. k. 
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c) Das Sediment von b) wurde in IS cem m 10 sekundarer Natrium 
phosphatlésung aufgenommen. Schiitteln 20 Minuten. Die zentrifugiert: 
klare Losung wurde neutralisiert. 

d) 3cem Pferdenierenextrakt wurden bei 70° mit 1 cem kolloidalem 
Kisenhyvdroxyd versetzt. Weitere Behandlung entsprechend b). 

e) Das Sediment von d) wurde genau so wie unter c) mit sekundire: 
Natriumphosphatlésung behandelt. 

Das Ergebnis der Antigenbestimmungen (nach Brahn und Schif/) zeigt 
Tabelle VII. 

Das kolloidale Eisenhydroxyd hat sowohl bei gew6hnlicher als 
bei erhéhter Temperatur eine Abnahme des F.-Antigengehaltes bewirkt. 
Bei héherer Temperatur ist diese, wie aus der Tabelle VII hervorgeht. 
gréBer. Soweit mir bekannt ist, hat das kolloidale Eisenhydroxyd auf 
diesem Gebiete friiher nicht Verwendung gefunden. Es diirfte vielleicht 
bei Antigentrennungen nach Rudy Dienste leisten kénnen. Die Ver- 
suche, das verschwundene Antigen durch Behandlung der Fallung mit 
sekundairem Natriumphosphat zu eluieren, fielen negativ aus. 


IV. Die Adsorption des F.-Antigens an Tierkohle'. 
Zuerst wurde eine Versuchsreihe mit verschiedenen Tierkohlen- 
mengen angestellt. 


Tabelle VIII. 





Haimolyse von Hammelblut durch F.-Antiserum und Komplement 
nach Vorbehandlung des Antiserums mit 


Absteigende 


Antigenmengen a Extrakt nach Adsorption mit Tierkohle und zwar 
Extrakt a b e d . e f 
ecm — Oo~lg 0,05 g Olg 0,25 ¢ OO” 
05 0 0 0 m. st. st. 
0,25 0 0 0 st. Es t. k 
0,15 0 0 0 ERs k. k 
0,1 0 0 0 k. k. k. 
0,05 0 0 0 k. k. k. 
0,025 0 0 m. k. k. k 
0,015 0 0 st. k. k. k 
0,01 0 0 Ek. k. k. k 
0,005 0 0 k. k. k. k. 
0,0025 0 0 k. k. k. k 
0.0015 0 0 k. k. k. k. 
0,001 Ww. W. k. k. k. k. 
0,0005 st. st. k. # k. k 
0,00025 f.. k. f. k. k k. k. k 
0,00015 k. k. k. k. k. k. 
0 k. k. k. k. k. k 


1 Wie in der Einleitung erwahnt, ist von Rudy ein derartiger Versuch 
an Holzkohle (Eponit) mit positivern Resultat ausgefiihrt. 
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Das verwendete Priparat war Mercks ..Carbo animalis*. 

a) 3cem Pferdenierenextrakt wurden verdamptt und in 3 cem physio- 
logischer Kochsalzlésung aufgenommen. 

b) 3cem Pferdenierenextrakt wurden mit 0.01 g Tierkohle 15 Minuten 
unter Umschitteln behandelt. Nach Zentrifugieren wurde entsprechend a) 
weiter behandelt. 

ec), d), e), f) Je 3cem Pferdenierenextrakt wurden mit je 0.05, 0.1, 
0,25, 0,5 ¢ Tierkohle genau so wie unter b) behandelt. 

Das Ergebnis der Antigenbestimmungen (nach Brahn und Schif/) zeigt 
Tabelle VIII. 

Der Versuch zeigt, daB Tierkohle ein ausgezeichnetes Adsorptions- 
mittel fiir das F.-Antigen darstellt. Schon bei Mengen von 0,05 bis 
0,1 g wurde eine kraftige Adsorption des Antigens erreicht. Fiir pra- 
parative Zwecke ist die Frage von Bedeutung, ob das Antigen aus der 
Verbindung mit Tierkohle herausgelést werden kann. 

Es wurde eine Reihe verschiedener Elutionsversuche ausgefiihrt. 


a) 3ccem Pferdenierenextrakt wurden verdampft und in 3 c¢em physio- 
logischer Kochsalzlésung aufgenommen. 

b) Fiinf Proben mit je 6ccm Pferdenierenextrakt wurden mit je 
0.2 ¢ Tierkohle 15 Minuten behandelt. Nach Zentrifugieren wurden die 
vereinigten Restlésungen entsprechend a) behandelt. 

¢) Ein Sediment von b) wurde in 20cem physiologischer Kochsalz- 
lésung unter Zusatz einiger Tropfen des kapillaraktiven Stoftes Octyl- 
alkohol aufgenommen. Schiitteln 15 Minuten. Zentrifugieren. 


Tabelle IX. 





Hamolyse von Hammelblut durch F.-Autiserum und Komplement 
nach Vorbehandlung des Antiserums mit 


Elutionsfliissigkeiten, erhalten durch Behandlung 


Absteigende 
Antigenmengen a b des Tierkohienadsorbates mit 
se ee eee 

‘nativ ae | 2 0 1 . ~ a os 

s io Na Cl-Octyl- 96 proz. ) ) 

eqm pansies “ikobot ‘Alkohol Benzol "Hl Cl NaOH 
05 0 m. k. fk; Ww k. k. 
0,25 0 Ek k. k. st. k. k. 
0,15 0 k. k. k. t. k. k. k. 
0,1 0 k. k. c. k. k. k. 
0,05 0 k. k. k. k. k. k. 
0,025 0 k. k. k. k. k. k. 
0,015 0 k. k. <. k. k. k. 
0,01 0 k. k. k. k. k. k. 
0,005 0 k. k. k. k. k. k. 
0,0025 0 k. k. k. k. k. k. 
0,0015 0 k. k. k. k. k. k. 
0,001 0 k. k. k. k. k. k. 
0,0005 m. k. k. k. k. k. k. 

0,00025 st. k. k. k. k. k. k. | 
0.00015 f. k. k. k. k. k. k. k. | 

97,0001 k. K. k. k. k. k. k. 
0 k. k. k. k. k. k. k. 











Adsorption und Elution des Forssmanschen Antigens. 219 


d) Kim Sediment von b) wurde mit 12 cem 96°, igen Alkohols | Stunde 
veschiittelt. Die Mischung wurde filtriert, das Filtrat abgedampft und in 
3cem physiologischer WKochsalzlésung aufgenommen. 

e) Dasselbe wie unter d), aber mit Benzol. 

ft) Kin Sediment von b) wurde in l5cem n_ 1000 Salzsaure aufgenommen. 
Nach 15 Minuten Schiitteln wurde zentrifugiert; die Restlésung wurde 
neutralisiert und auf physiologische Salzkonzentration gebracht 

g) Dasselbe wie unter f), aber mit n L0OO Natronlauge. 

Das Ergebnis der Antigenbestimmungen (nach Brahw und Nehif/) zeigt 
Tabelle TX. 

Wie aus der Tabelle IX ersichtlich, ist auch bei der Tierkohlen- 
adsorption die Elution mit besonderen Schwierigkeiten verknipft. 
Nicht einmal durch Alkohol und Benzol ist eine Herauslésung der 
aktiven Substanz ausfiihrbar. Es mu jedoch erwahnt werden, dal 
die Einwirkungszeiten etwas klein sind. Fir praparative Arbeiten 
am F.-Antigen ist die Adsorption mit Tierkohle selbstverstandlich von 
geringem Wert, solange keine Méglichkeit zur Elution vorliegt. 


Zusammenfassung, ; 

Von chemisch-praparativen Gesichtspunkten aus wurden die 
Befunde von Weil und Berendes, nach welchen das Forssmansche 
heterogenetische Antigen an Kaolin adsorbiert und mit physiologischer 
Kochsalzlésung aus dem Sorbat eluiert werden kann, nachgepriift. 
Die Adsorption des Antigens an Kaolin wurde ohne Schwierigkeiten 
nach den Angaben erzielt. Dagegen konnte die Elution nach der von 
den Autoren gegebenen Methode nicht reproduziert werden. Es werden 
die Erklarungsméglichkeiten fiir dieses abweichende Ergebnis erértert. 
Durch Verlangerung der Elutionszeit, sowie durch Behandlung des 
Adsorbates mit verdiinnter Essigsiure oder Ammoniak konnten keine 
besseren Erfolge erzielt werden. 

Die Verwendung von Aluminiumhydroxyd als Adsorbens wurde 
studiert. Es zeigte sich dabei, daB weder durch destilliertes Wasser, 
noch durch sekundires Natriumphosphat die Elution des gebundenen 
Antigens bewirkt werden konnte. 

Durch Fallung mit kolloidalem Eisenhydroxyd (am_ besten bei 
héherer Temperatur) lieB sich das Antigen aus der Lésung entfernen. 
Die Wiedergewinnung des Antigens aus der Fallung war mit der ge- 
priften Methode unausfiihrbar. 


Das Antigen wird sehr leicht an Tierkohle adsorbiert. Schon bei 
0.05 bis 0,1 g Tierkohle auf 3ccm Pferdenierenextrakt findet eine 
kraftige Adsorption statt. Die Elutionsversuche fielen auch hier 


negativ aus. 
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‘ber das Komponentenverhiltnis des Chlorophylls 


in chlorophylldefekten Mutanten. 
Von 
Harry Hellstré6m und Dagmar Burstrém. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 2. Januar 1933.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei den von H. v. Euler in diesem Institut vor einigen Jahren in An- 
griff genommenen Untersuchungen iiber die chemische Seite der Erblich- 
keit sind folgende Gesichtspunkte wegleitend gewesen!: ,,Die Vererbung 
einer mendelnden Eigenschaft mu an bestimmte Stoffe gekniipft 
sein. Im Verlauf der Entwicklungsreihe der Chlorophylle in der Zelle 
werden gleichzeitig eigentliche Enzyme gebildet.. Daher sind die 
Enzyme sowie andere chemisch definierte Stoffe* in Chlorophyll- 
mutanten der Gerste quantitativ verfolgt worden. In diesen Unter- 
suchungen ist auch der Chlorophyligehalt mit herangezogen worden. 


Bekanntlich ist das Chlorophyll der Pflanzen nicht einheitlich, sondern 
es besteht aus einer Mischung von zwei Substanzen mit etwas abweichender 
Zusammensetzung, fiir welche Willstdtter und Stoll® folgende Bruttoformel 
angeben: Chlorophyll a C;;H,;.0;N,Mg, Chlorophyll b C;,;H»O,N,Mg. In 
der letzten Zeit sind diese Formeln von verschiedenen Autoren‘ einer 
Priifung unterworfen worden. Nach diesen Untersuchungen scheint das 
Chlorophyll b durch einen Mehrgehalt von einem Sauerstoffatom aus- 
gezeichnet zu sein. Waéllstdtter und Isler® haben das Verhaltnis der Chloro- 


1 H.v. Euler, Hereditas 18, 61, 1929. Uber Literatur siehe auch Euler 
u. Mitarbeiter, Zeitschr. f. ind. Abst.- u. Vererbungsl. 60, 1, 1931. 

* Zeitschr. f. physiol. Chem. 212, 53, 1932. 

% Untersuchungen iiber Chlorophyll, Berlin 1913. 

4 H. Fischer, Broich, Breitner u. Niissler, Liebiegs Ann. 498, 228 — 267, 
1932; H. Fischer u. Siebel, ebenda 499, 84, 1932; H. Fischer u. Riedmair, 
ebenda 499, 291, 1932; A. Stoll u. Wiedemann, Naturwiss. 20, 628, 706, 791 
u. 889, 1932; A. Stoll, ebenda 20, 955, 1932. 

5 j.c. S. 109. 
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phylkomponenten in den verschiedensten Landpflanzen untersucht und 
' Chlorophyll a 3 
dieses anna&hernd konstant gefunden, namilich = * Aus 
Chlorophyll b I 
der Abteilung der Chlorophyceae wurde von Willstdtter Ulva lactua unter 
sucht. Hier fand er ein Verhaltnis von 1,43. Die Phaophyceen erwiesen 
sich als sehr a-reich, sie enthielten héchstens 5°, Chlorophyll b. In welchet 
Jeziehung die beiden Chlorophylle hinsichtlich threr Bildung zueinande: 
stehen, wei man noch nicht. Da®B zwei Chlorophylle mit etwas abweichenden 
Absorptionsspektren entstehen, ist nach Willstdtter! eine Anpassung des 
Pflanzenorganismus, um die Lichtenergie durch das vergréBerte Absorp- 
tionsgebiet besser ausniitzen zu kénnen. Beide Komponenten scheinen 
daher dieselbe Funktion bei der Assimilation zu haben. 


Unabhangig von der Frage iiber die Beziehung der beiden Chloro- 
phylle zueinander ist von Interesse, das Verhaltnis der Komponenten 
in den Chlorophylimutanten kennenzulernen. In der vorliegenden Arbeit 
haben wir deshalb die Bestimmung des Komponentenverhiltnisses 
in einigen Chlorophyllmutanten der Gerste vorgenommen. 


Methodik. 


Die chemische Bestimmungsweise des Komponentenverhaltnisses. 
wie sie von Willstdtter und Isler ausgearbeitet worden ist, kann nur dann 
mit Vorteil angewendet werden. wenn gréBere Mengen Material fiir die 
Bestimmung zur Verfiigung stehen. Die chemischen Umsetzungen nach 
dieser Methode, die in der Uberfiihrung von Chlorophyll a und b in die 
phytol- und magnesiumfreien Derivate Chlorin e und Rhodin g_ besteht. 
verlauft in keiner Phase ganz quantitativ. Besonders die Verseifung ist 
schwer richtig zu leiten. Wir haben daher die optische Methode benutzt. 
die schon von Sorby? angewendet wurde. Die Absorptionsspektren sind 
etwas voneinander verschieden. Die Rotbande des Chlorophylls a ist ein 
wenig langwelliger als die der b-Komponente, wodurch die Konzentrations- 
bestimmungen einfach durch Messung der Intensitaéten dieser Banden 
geschehen kann. Zu diesem Zwecke haben wir die Absorptionskurven fii 
Chlorophyll a und b im roten Teil des Spektrums bestimmt. Die Praparate 
haben wir nach Willstdtter? durch Fraktionierung eines einmal umgefallten 
Rohchlorophylls aus Spinat zwischen Petroleumather und Methylalkohol 
hergestellt. Da wir nicht Gelegenheit hatten, geniigend groBe Mengen fiir 
eine Abscheidung der Komponenten in fester Form zu verarbeiten, haben 
wir auf eine Absolutbestimmung der Extinktionskoeffizienten verzichten 
miissen. Damit ist auch das Verhaltnis der Extinktionen im Absorptions- 
maximum fiir a und b unbestimmt. Wir haben jedoch fiir einen Spinat- 
extrakt den von Woillstdtter und Stoll angegebenen Mittelwert 2.93 des 
Komponentenverhaltnisses angenommen und daraus das Verhaltnis der 
Extinktionen fiir a und b berechnet. wie weiter unten ausgefiihrt ist. 


! Willstatter u. Stoll, Untersuchungen iiber die Assimilation der Kohlen- 
siure. Berlin 1918. 

* Proc. Roy. Soc. 21, 480, 1873, zit. Chlorophyllbuch &. 86. 

# l.c. S. 153. 
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In der Abbildung sind .,die typischen Farbkurven**! der Chlorophyll 
komponenten im roten Gebiet des Spektrums wiedergegeben. Die Extink 
tionswerte sind durch lichtelektrische Messung der Absorption bestimmt. 
Da die Form dieser Kurven von Konzentration und Schichtdicke unal 
hangig ist, kénnen daraus die zwei giinstigsten Wellenlangen der Kurven 
(in der Abbildung mit Pfeilen 1 und 2 bezeichnet). bei welchen die Messungen 
vorzunehmen sind, ausgewahlt werden. 











I 0,- ? 
Werden die Absorptionswerte logy, 7 "7 | 
} ’ 
fiir Chlorophyll a in den beiden Punkten | G8oi- 
ee - | Chlorophy!! a 
und 2 mit a, %Cq und a, %aCq. fin 
Chlorophyll b mit 6, fyey und by Both 470 
bezeichnet, wo %,%/, und /i, die Extink- f 
tionen fiir die Konzentration | und Schicht- 0,60 ' 
dicke | bedeuten, und ersetzt man ferner | Chlorophyll & 
5 he b py x 450 uN — 
= F p und : q. so bestehen 2 | RS 
ay hy b, Po - SS —_ 

a heeds Ress . 040 J = 
zwischen diesen GréBen und den in den > ~ 
Punkten | und 2 gemessenen Absorptions- . S 

: G30} > 
werten « und y folgende Beziehungen: | be 
| 
{ a, +b, + qh, G20) : 
| Y fy + by by + pay, au 
woraus 
a ol 
Cc 3 3 teed 580 670 660 650 840 630 620 
a fy «r—qy Bo y ai Ame 
— = a ai © (1) L hl 
C), a, y-— pz a) J 
joe a Abb. 1 


sich berechnen abt. 
Fiir den Spezialfall, daB die Absorptionsgebiete einander ausschlieBen. 
werden q und p gleich Null, und Gleichung (1) geht in Gleichung (2) 


¢, Be a 
an » oe (2) 
Cr, ™— 7 

iiber, die jedoch im vorliegenden Falle nicht anwendbar ist. Vielmehi 


sind p und q merklich von Null verschieden. 


Fiir den Fehler in der Bestimmung wird folgender Ausdruck erhalten: 


Ce Bs — pr 
4(=) —- : P4 Aw: | r+ y?, (3) 


Uy 
Cp ay ly — pr)* 


wenn Ay Ax gesetzt wird. 
Die Messung geschah bei den Wellenlaingen A, 667 mu und 
J, = 644 muy. In der Tabelle, vierte bis sechste Kolumne, gilt fiir die erste 
Zeile jedes Versuchs die Wellenlinge /,, die zweite Zeile die Wellenlange 7. 
.,D** in der ersten Kolumne bedeutet eine Doppelbestimmung am Extrakt 
des vorhergehenden Versuchs. Am Schlu®B der Tabelle sind die Messungen 
B 
an Spinat angefiihrt, die fiir die Bestimmung von = verwendet wurden, 
1 


1 Weigert, Optische Methoden der Chemie, 8. 181. Leipzig 1927. 
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Tabelle J. 
| 4% Aufladezeit des J er- 
n= normal |= Elektrometers I, Schicht- rt sen 
Linte d = defekt gt ein toe —F i | we: a 
‘- t ty em b 
Albina 1 | 15,0 8.40 0.2518 02 — re 
32-1150 | . 1 159 79 3038 10 6157 3,37 
> 175 108 2096 02 a pee 
D n 2 940 130 2668 10 5982 2,73 
or a » 246 111 3456 02 nd 
32-1148 | n 3318 124 | 4090 10 8241 | 3,64 
2735 121 || 3542\ 02 | porcl ane 
. D n 4 246 945 4155 1,0 6278 3,76 
Albina 2 . 255 103 | 3987 02 oom 
1185 | ° > 989 7.75 4762\ 10  %246| 3,35 
271 1110 | 3916) 02 | eae; 
D n 6 383 1265) 4811 10 8078 3,16 
Albina 3 - | 19,4 {11,1 2425 0,2 =ase| a 00 
32-1151 | n ‘ 965 131 3059 10 ©9883: -2.88 
| 186 «67.75 || 2442) 02 | xcorl an 
: D n 8 i492 69 ©3135 10 «| (OS84 2,71 
—" 23,85 12,0 2983 0,2 O15 ane 
Albina 7 n 9 30.8 13.6 3551 1.0 6215 3,57 
259 184 || 2862) 0.2 | coor! ace 
” D n 10 149 «669 |) (3344. 1.0 «(296 3,85 
218 112 2898 316 xg = 
: d 11/156 131 0758 316) S16 2.57 
Xantha l= | 21.0 9.60 3399 0,2 Pam " 
32-1171 | nu 12 340 123 4415 11:0 888. 2,.62 
238 99 | 3810\ 05 | coy! = 
" d 13,253 11.75 3312 29 | S614 54 
Xantha 2 | 19,1 7,6 4002 0.2 = - 
32—1181 | nu 14 959 «6755268 10 «| (8788) 2,5 
975' 74 | 1198) O05 | once 
” d 15/101 745 1821, 316, “| ¢@ 
Xantha 3 26.8 12.1 3453 0,2 O97 Qr 
32—1171 n 16 | 335 1136 3915 1.0 | °224| 3,59 
17 | 28:75 120 8794; 05 | ae99 
” : ‘ | 247 1389 2497 2.0 —) * 
Xantha 3 26,1 11,3 3635 80.2 = 
32—1189 n 18 | 352 125 4496 1.0 5049) 3,07 
27,8 11,3 | 38811 02 | xas\o 
“ D n 19 400 1381 4848 1.0 949 2,84 
16.7 11,65 | 1564; 05 | nee 
. d 20170 124 © 1870 25 | 1562 a 
10 2.5 
» D 4 TT 129 ta Do 7984 88.8 
Xantha 3 | 9 | 19,0 , 83 3597 =—-0,2 F ae 
32—1189 | a 22148 51d 4585 1.0 | 5918 2,77 
» 136 745 2613 0.5 a 
. d 2397 «#4495 «2922 316) (507 a 
>, | 204 111 | 2648. 05 | cour oc 
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Tabelle I. (Fortsetzung. ) 





»Z Aufladezeit des ar Ver- 
Linte n=normal a — Io — log 7 hiltnis 
oe 4= defeat | fi =o a ey a 
Ae t to em b 
- , : : OF 9 915 9 A* 
ae" | b 25 | eee oe eee | Oe | 0,5720) 2,84 
‘ 19,3 10,1 2818: 0,5 se . 
~ d 26 99:0 1118 9705 2.0 6176 3,45 
‘nllk 994 195 253: 2 ' ; 
sitter |) Tageslicht | 27 555 liso | sr0a| to | €090| 8,20 


30,65 | 15,0 3102 1,0 


Rotes Licht 28 | 2m4 |116 | SOO) 02 5952 2,86 
‘ Blaues Licht 29) yg 10  SO3e OS 6989 8,8 
i aaa 
| oe ee ow 
32 es 117 B68 108027 


Mittelwert: 0.5986 2,93 


woraus sich ein Mittelwert von log x2j/y = 0.5986 ergibt. Der in der letzten 
Kolumne angegebene Wert 2.93 ist der von Wéllstdtter gefundenen Mittel- 


. . . - 2 ‘ 
wert des Komponentenverhaltnisses. Daraus wird = 0,2483 errechnet. 
1 

Die Kurven der Abbildung sind aus Mittelwerten von mehreren Be- 

. _ Oy 
stimmungen erhalten worden. Man findet log 1/p = log = 0,753 und 

Xe 
log 1/q = log R. = 0,36. Also wird Formel (1) mit eingesetzten numerischen 

1 
Werten 


r * — 0,486 
* = 0,248 —¥ . 
" 1 — 0,177 - - 


Der relativ groBe Wert von p gibt schon bei normalem Verhaltnis ¢g/cy, 
ziemlich groBe Fehler, wie aus der Gleichung (3) ersichtlich ist. Je héher 
der Wert von c,/cy liegt, um so gréBer werden die Fehler. Daher kann 
fiir den b-armen Extrakt der Prozentgehalt an Chlorophyll b nicht an- 
gegeben werden. In der Tabelle ist jedoch ein numerischer Wert von a/b 
ausgerechnet, ohne daB dieser Zahl ein gréBeres Gewicht beizulegen wiire. 
In den meisten Fallen sind die sehr b-armen bzw. kein b enthaltenden 
Extrakte, wo der Quotient nicht mehr ausgerechnet werden kann, nur 
mit a bezeichnet. 


Die Keimung wurde in Blechkasten zwischen Filtrierpapier bei 22° C 
in Dunkeln vorgenommen. Nach 2 bis 3 Tagen wurden die Keimlinge dem 
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Tageslicht ausgesetzt. Nach etwa zehntagiger Keimung wurden die Laub- 
blatter abgeschnitten, mit Sand fein verrieben und mit Aceton erschépfend 
extrahiert. Die Acetonextrakte wurden in Ather iibergefiihrt. das Aceton 
sorgfaltig mit Wasser weggewaschen und die Atherlésungen mit Natrium- 
sulfat. getrocknet. 

Versuchsergebnisse. 


Wie aus der Tabelle hervorgeht, variiert der Quotient zwischen 
2,5 und héheren Werten. Meistens ist das Verhaltnis erheblich 
kleiner als das normale. Die Variationen in der Albinaserie liegen 
groBtenteils innerhalb der Versuchsfehler. Albina-7-defekt konnte 
wegen Materialmangels weniger genau bestimmt werden, was vielleicht 
die Ursache des niedrigen Wertes ist: eine weitere Nachpriifung mu 
hier vorgenommen werden. Die normalen Mutanten in der Xanthareihe 
geben einen Quotienten zwischen 2,5 und 3,6, in den meisten Fallen 
jedoch von 3 nicht weit entfernt. Die defekten zeigen dagegen einen 
bedeutend héheren Quotienten bzw. einen Wert von log x/y entsprechend 
reinem a. 

Fir den Vergleich haben wir auch normale Gerstenkeimlinge 
untersucht und zwar Gullkorn. Diese zeigen einen innerhalb der Ver- 
suchsfehler liegenden Wert von 3,2. Die Versuche mit kiinstlicher 
Belichtung unter Anwendung ausgewahlter Spektralgebiete wurden 
auch mit Gullkorn ausgefiihrt. Dabei ergab sich fiir die rotem 
Licht exponierten Keimlinge der Wert 2,86, also ein annahernd normaler, 
fiir die blauem Licht exponierten der viel héhere Wert 8,8. Die Aus- 
schaltung des blauen Lichtes wirkt also in keiner Weise auf die Bildung 
von Chlorophyll 6 stérend, was verstandlich ist, wenn man die im blauen 
Gebiet des Spektrums starke Absorption der gelben Farbstoffe in der 
Pflanze in Betracht zieht (vgl. den Parallelismus bei der Assimilation) !. 
Das blaue Filter, das auch etwas rotes Licht hindurchlaBt, jedoch im 
Gebiet der ersten Banden des Chlorophylls im Rot kraftig absorbiert, 
wirkt dagegen besonders hemmend auf die Chlorophyll b-Bildung. 
Um hier Aufschliisse zu erzielen, muB mit strenger monochromatischen 
Filtern methodisch gearbeitet werden. 


Zusammenfassung. 


Chlorophyll a 
Chlorophyll b 
Mutanten mittels lichtelektrischer Messung der Absorptionsbanden 
von Chlorophyll a und b im Rot bestimmt. Da die Komponenten in 


Es wurde der Quotient in einigen chlorophylidefekten 


1 Willstatter u. Stoll, Untersuchungen iiber die Assimilation der Kohlen- 
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fester Substanz nicht zur Verfiigung standen, wurde aus besonderen 
Messungen an Spinatextrakten das Verhaltnis der Extinktionen von 
Chlorphylla und b unter Annahme des von Willstdtter ermittelten 
normalen Wertes 2,93 bestimmt. Fiir die Bestimmung der Form 
der Extinktionskurven wurde in kleinem Ma8stabe eine Trennung 
von Chlorphylla und b aus einem Rohchlorophyllpraparat (nach 
Willstdtter) vorgenommen. Es zeigte sich, daB Albina 1, 2, 3 und 7 chloro- 
phyllnormal sowie Xantha 1, 2, 3 normal, Alboxantha | normal und 
defekt alle ein annahernd normales Verhaltnis a/b gaben, wihrend die 
defekten Xantha fast nur a enthielten. Bei einem Versuch mit teils 
rot-, teils blaubelichtetem Gullkorn wurde im ersten Falle ein normaler, 
im zweiten ein héherer Wert gefunden. 
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Vitamine und Immunitit. 


Uber Komplementgehalt und Immunhimolysinbildung bei A- und 
C-Avitaminose. 


Von 


P. E. Simola und E. Brunius. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 2. Januar 1933.) 


Wahrend des letzten Dezenniums hat man in der Vitaminforschung 
mehr und mehr begonnen, Aufmerksamkeit darauf zu richten, daB 
Versuchstiere bei Vitaminmangel neben den fiir einzelne Vitamine 
spezifischen Ausfallerscheinungen oft eine abnorme Empfinglichkeit 
fiir verschiedene Infektionskrankheiten aufweisen. Die meisten Unter- 
suchungen dariiber beziehen sich auf die A-Avitaminose. Man hat aber 
auch behauptet, daB der Mangel an D-Vitamin sowie an den wasser- 
léslichen Faktoren B und C in irgendeiner Beziehung zur Resistenz- 
verminderung steht. Worin die Ursache fiir die behauptete Vermin- 
detung der Widerstandskraft des Organismus liegt, ist einstweilen 
vollkommen unklar. Oft hat man dabei die Méglichkeit in Erwigung 
gezogen, daB Vitaminmangel irgendeine Stérung der Immunreaktionen 
hervorbringe. Diesbeziigliche Untersuchungen sind aber so strittig, 
daB sich keine sichere Aussage machen liBt. Rein statistisch kénnte 
man wohl sagen, daB fast ebenso viele Untersuchungen gegen als fiir 
die Auffassung sprechen, daB verminderte Abwehrkraft auf irgendwelche 
serologischen Verinderungen zuriickzufiihren sei. Infolge dieser Um- 
stinde diirften neue experimentelle Beitrage auf diesem Gebiet nicht 
iiberfliissig sein. 

Wir sind uns natiirlich bewuBt, daB solche Fragen zur endgiiltigen 
Klaérung vielseitige Untersuchungen erfordern. Unter den mannig- 
faltigen Faktoren —- mehr oder weniger bekannten —-, die das in- 
fektionsschiitzende Vermégen des Organismus bedingen, finden wir 
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als besonders interessant und dabei auch serologisch verhaltnismabig 
einfach, den im Organismus normal vorhandenen Komplementgehalt 
sowie die antikérperbildende Fahigkeit im Zusammenhang mit der 
Vitaminversorgung des betreffenden Tieres naher zu studieren. Wir 
haben uns in dieser Untersuchung auf diese Probleme beschrankt. 


Die erste Frage, die Untersuchung des Komplementgehaltes, bietet 
prinzipiell keine Schwierigkeiten. Es handelt sich nur darum, Komple- 
menttitrationen in der iiblichen Weise bei Sera normaler und avitamino- 
tischer Tiere vergleichend auszufiihren. Die zweite Frage, das anti- 
kérperbildende Vermégen des Organismus, haben wir in der Weise 
experimentell in Angriff genommen, daB wir als 'Testantigen artfremde 
rote Blutkérperchen verwendet haben. Soweit es uns aus der Literatur 
bekannt ist, ist die Einwirkung der Avitaminosen auf die Hamolysin- 
bildung sehr wenig untersucht. Die genaue quantitative Auswertung 
der Versuchsergebnisse ist auch hier sehr einfach: Vergleichende Ti- 
trationen des gebildeten haimolytischen Ambozeptors bei normalen 
und bei avitaminotischen Tieren. 


Unsere Untersuchung umfaBt nur die Einwirkung der A- und C-Avi- 
taminose. Als Versuchstiere haben wir ausschlieBlich Meerschweinchen 
verwendet. Dies geschah aus folgenden Griinden. Das Meerschweinchen 
kann bekanntlich sehr leicht C-avitaminotisch erhalten werden. Auch 
die A-Avitaminose lit sich ziemlich leicht unter gewissen Bedingungen 
bei Meerschweinchen reproduzieren (s. Simola!). Das Meerschweinchen 
zeigt ferner im Normalzustand einen ausgeprigt konstanten Komplement- 
gehalt, was fiir unsere Untersuchung sehr wertvoll ist.  SchlieBlich 
1aBt sich das Meerschweinchen leicht gegen artfremdes Blut immuni- 
sieren. Besonders studiert ist die Hamolysinbildung gegen Hammelblut. 


Methodik. 


Bei allen Versuchsreihen wurden die als Versuchstiere verwendeten 
Meerschweinchen auf einer einfach zusammengesetzten Grundkost gehalten, 
die der eine von uns friiher fiir A- und C-Avitaminosestudien benutzt hatte. 
Die Zusammensetzung der Kost war folgende: 80 Teile schwarzer Hafer, 
80 Teile Weizenkleie, 8 Teile Casein, 8 Teile CaCO,, 2 Teile NaCl. 


Durch Anwendung dieser Diaét, kann man unter Zugabe von C bei Meer- 
schweinchen einen A-avitaminotischen Zustand ziemlich regelmaBig nach 
etwa 4 bis 5 Wochen hervorrufen, wenn als Versuchstiere junge Meer- 
schweinchen von etwa 120 bis 140g Anfangsgewicht zur Verwendung 
kommen. Bei gréBeren Tieren kann das Auftreten A-avitaminotischer Er- 
scheinungen recht lange Zeit in Anspruch nehmen. Unter AusschluB von © 
und bei Zugabe von A kann man diese Kost, die sehr billig und leicht zu 
hereiten ist, fiir gewé6hnliche Skorbutuntersuchungen verwenden. Bei den 


1 Simola, Acta soc. med. fennic. ., Duodecim**, Ser. A, 16, Fase. 1, 1932. 
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A-Avitaminoseversuchen erhielten in unseren Versuchen die Meerschweinchen 
als C-Angebot 3 bis 4cem mit Natriumcarbonat neutralisierten Zitronensaft. 
bei den (C-Avitaminoseversuchen wurden als A-Quelle 0,25 bis 0,5 mg 
Carotin (Praparat von La Roche) in 0,25 bis 0,5cem Arachid6él-Sesamél- 
mischung oder 0,25 bis 0,5 cem Tran verabreicht. In einigen A- und C-Ver- 
suchen wurde D-Vitamin in Form von Vigantol zugegeben. 


Bei Bestimmung des Komplementgehaltes sowie bei [mmunisierung 
der A-avitaminotischen Meerschweinchen wurden Tiere verwendet, die 
deutliche Zeichen von A- bzw. C-Insuffizienz aufwiesen. Bei Immunisierung 
der C-freien Tiere waren wir gezwungen, weil die Tiere bei totalem Aus- 
schluB von C-Vitamin auf dieser Grundkost nach etwa 4 Wochen in Skorbut 
eingingen, zur Immunisierung schon nach einer zweiwéchigen C-Karenz 
zu schreiten, wo die Tiere schwerere Skorbutsymptome noch nicht 
aufwiesen. 

Die serologische Priifung wurde folgendermaBen angestellt. 


Zur Komplementbestimmung wurden absteigende Mengen des zu 
untersuchenden Serums (Volumen 0,5 ccm) mit je 0,5cem dreifach sensi- 
bilisierten Blutkérperchen (5°,ig. Aufschwemmung) in einem Gesamt- 
volumen von 1,25cem vermischt. Die Hamolysegrade wurden nach 
1 Stunde bei 37° (Wasserthermostat) bestimmt. Dies geschah im all 
gemeinen durch Vergleich mit einer Skala von bekannten Hamolysegraden. 


Zur Immunisierung wurden die Versuchstiere (avitaminotische sowie 
Kontrolltiere) durchwegs intraperitoneal mit 0,8¢cem gewaschenen und 
abzentrifugierten Hammelblutkérperchen vorbehandelt. Die Blutkérperchen 
wurden in Abstinden von je 3 Tagen dreimal injiziert. Die Serumgewinnung 
erfolgte 4 Tage nach der letzten Injektion.. Gegen diese Technik kénnte 
eventuell eingewendet werden, daB die Dauer der Immunisierung etwas 
kurz erscheint. Aus praktischen Griinden kann aber die Vorbehandlung 
nicht iiber gréBere Zeitabschnitte fortgesetzt werden, weil die Tiere nach 
den von uns erhaltenen Ergebnissen oft vor AbschluB des Versuchs eingehen. 

Die Priifung der erhaltenen Ambozeptorsera geschah wie folgt: Ab- 
steigende Mengen (Volumen 0,5 ccm) der bei 56° inaktivierten Sera wurden 
mit je 0,25cem 5°, ig. Hammelblutaufschwemmung und je 0,5cem zwanzig- 
fach verdiinnten Meerschweinchenserums als Komplement vermischt. Nach 
1 Stunde bei 37° (Wasserthermostat) wurde die eingetretene Héamolyse 
bestimmt. Die Hamolysegrade wurden in diesem Falle in der tiblichen 
Weise abgeschaitzt und notiert. 


Versuche. 
A. Komplementversuche. 


Versuchsreihe 1. 


Als Versuchstiere wurden sechs Meerschweinchen von etwa 130 bis 
150 g Anfangsgewicht verwendet, die 30 Tage auf der tiblichen Grundkost 
gehalten worden waren. Drei von den Tieren, die ohne jede A-Zufuhr 
gefiittert wurden, waren im Vergleich zu den drei Kontrolltieren deutlich 
im Wachstum zuriickgeblieben. Bei einem von ihnen (Meerschweinchen 
Nr. 43) war iiberdies eine beginnende Hornhauttriibung wahrzunehmen, die 
wahrscheinlich auf den A-Mangel zuriickzufiihren war. Von den drei 
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Kontrolltieren wurde einem 0,5cem Tran und den zwei anderen 0,5 mg 
Carotin pro Tag zugegeben. Die Resultate sind in Tabelle T und LI wieder- 
gegeben. 

Tabelle I. 


Versuche ohne A. 





Mengen des 30fach 1, Humolvs 
0 yse 


verdiinnten 
Meerschweinchen- - 
serums Meerschweinchen Meerschweinchen Meerschweinchen 

eem Nr. 40 Nr. 42 Nr. 43 
0,5 100 100 100 
0,4 100 100 100 
0,3 100 100 100 
0,25 95—100 95—100 100 
0,2 75—90 90 90—95 
0,16 50—75 75—90 75—90 
0,12 DO 50—75 50—75 
0,1 25—h0 50 25—50 
0,08 25 25—50 25 
0,06 0—25 25—50 0—25 


Tabelle 11. 


Versuche mit A. 





Mengen des 30 fach °\o Himolyse 





verdinnten Meerschweinchen | Meerschweinchen Meerschweinchen 
Meerschweinchen- Nr. 53 Nr. 85 Nr. 86 
serums se ed s ie = ee : 
0.5 cem Tran 05mg Carotin 05mg Carotin 
cem pro Tag pro Tag pro Tag 
0,5 100 100 100 
0,4 100 100 100 
0,3 100 100 100 
0,25 100 100 100 
0,2 95 100 95 
0,16 90 100 90 
0,12 75—9) 90 75—90 
0,1 50—75 75 75 
0,08 50 50—75 50—75 
0,06 25 25—50 50 


Zieht man aus den Titerwerten der Komplementsera das Mittel, se 
findet man bei A-avitaminotischen .Tieren den Komplementgehalt ein 
wenig geringer als bei den Kontrolltieren. 


Versuchsreihe 2. 

Als Versuchstiere wurden wie vorher sechs Meerschweinchen von 
120 bis 150 g Anfangsgewicht verwendet, die in diesem Falle 45 Tage aut 
der iiblichen Grundkost ernihrt worden waren. Vier von den Tieren waren 
ohne Zufuhr von A gefiittert und zeigten bei Vergleich mit den Kontroll- 
tieren eine starke Hemmung im Wachstum. Das eine von den A-freien 
erhielt 6,008 mg Vigantol in 0,25cem Arachid6él pro Tag. Das eine von 
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den Kontrolltieren erhielt 0,5 mg Carotin, das andere 0,5 cem Tran pro Tag. 
Die Tabellen III und IV veranschaulichen die Kesultate. 


Tabelle Ill. 


Versuche ohne A. 





0 i — 
Mengen des 30fach ° Hamoly site 








we. a P : meee machen 
, ‘ens Meerschweinchen Meerschweinchen Nr. 48 
Nr. 45 Nr. 47 0,008 mg Vigantol 
cem pro Tag 
. 0,5 100 100 100 
0,4 100 100 100 
0,3 100 100 100 
0,25 95 95 100 
0,2 90 90 95 
0,16 75—90 75—90 9) 
# 0,12 50 5) 75 
; 0,1 25—50 0—25 50 
‘ 0,08 0—25 O0—25 0—25 
3 0.06 ()—25 0—25 0—25 
: Tabelle 1V. 
bh 
a ji Versuche mit und ohne A. 
4 
; ' Mengen des 30 fach °/) Himolyse 
1h verdiinnten —_—_—— — —_ 7 = 
i} Meerschweinchen- Meerschweinchen Meerschweinchen Meerschweinchen 
iy serums Nr. 46 Nr. 52 Nr. 50 
if ecm ohne A 05¢em Tran pro Tag 0.5 mg Carotin pro Tag 
! = = 
0,5 100 100 100 
0,4 100 109 100 
0.5 100 100 100 
a8) 0,25 100 100 10) 
: | 0,2 90 90—95 95 
mit 0,16 75 9) 90 
ne 0,12 50 75 75 
ft ,. aa 0—25 50 50 
mf 0,08 0—25 25 0—25 
if | 0,06 0—25 0—25 0—25 
i \ 
a} Wie aus den Tabellen IIT und IV hervorgeht, ist bei A-avitaminotischen 


Tieren der Komplementgehalt im Mittel ein wenig niedriger als bei den 
Kontrolltieren. Der Unterschied ist aber, wie in der vorigen Versuchsreihe, 
unbedeutend klein. 

Versuchsreihe 38. 


Als Versuchstiere kamen acht Meerschweinchen von 200 bis 300g 








i ; Anfangsgewicht zur Anwendung, die 25 Tage auf der Grundkost gehalten 
ii waren. Vier von den Tieren wurden unter Ausschlu8 des C- Vitamins ernahrt, 
i die vier tibrigen erhielten Zitronensaft und dienten als Kontrolltiere. Von 


den C-freien Tieren wurde ein Meerschweinchen durch Verabreichung von 
3 mg Vigantol hypervitaminisiert. Die Resultate sind in den Tabellen V 
und VI wiedergegeben. 
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» Tag. Tabelle V. 
Versuche ohne (C. 
Mengen des 30 fach Himolyse 

—_— ane Meer- Meer- Meer- ee ee 

serums schweinchen schweinchen schweinchen a. 
Nr. 87 Nr. 88 Nr. 93 3mg Vigantol 

. ecm pro ‘lag 

shen 

— OD 95—100 100 95-100 100 
0,4 95 95—109 90 - 95 95 — 100 
0,3 40 4YO—Y95 TH— OO GO) 
0.25 75 75—40 50—75d 75-40 
0,2 50 d0—75 50 50—75 
0.16 25--50 25—50 25—50 25—h0 
0,12 0—25 0—25 0—25 0—25 
0.1 0 0 0 0 
0,08 0 i) 0 0 
0,06 0 0 0 0 

Tabelle VI. 
Versuche mit C. 
Mengen des 30 fach °/, Hamolyse 
verdiinnaten - - - . . 

ae Meerschweinchen- Meer- Meer- Meer- Meer- 
serums schweinchen schweinchen schweinchen schweinchen 
eem Nr. 74 Nr. 78 Nr. 79 Nr. 90 

hen 

ro Tag OD YD 95— 100 100 100 
0.4 90 45 100 95—100 
03 75—90 90 95—100 90—95 
0,25 75—90 75 45 75--90 
0,2 D0 50 75— 90 50—75 
0.16 25—59 25—)0 50—75 25—50 
0.12 0—25 N—25 25 —50 0—25 
0.1 0 0 0—25 0 
OOS 0 tt] 0 0 
0.06 0 0) 0 7) 


Aus den Tabellen V und VI geht hervor, daB der Mangel an C keinen 


deutlichen EinfluB auf den Komplementgeha!lt ausgeiibt hat. Den niedrigsten 


chen Komplementgehalt zeigt eins von den Kontrolltieren auf. Die riesige 
den Hypervitaminisierung mit D-Vitamin ist ohne jede Wirkung geblieben. 
eihe, 
Versuchsreihe 4. 

Als Versuchstiere werden drei ohne C-Zufuhr und drei mit Zitronensaft 
O00 g ernihrte Meerschweinchen von 225 bis 300g Anfangsgewicht verwendet, 
ten die 23 Tage auf Grundkost gehalten waren. Alle C-freien Tiere waren beim 
ihrt, Téten schwer von Skorbut befallen und in hohem Grade abgemagert. 
Von AuBerdem wurde zum Vergleich der Komplementgehalt bei drei normalen 
von Meerschweinchen von 500 bis 600 g¢ Anfangsgewicht bestimmt, die lange 
nv Zeit mit Kohl und Kohlriiben gefiittert waren. Die Tabellen VII, VIII 





und IX veranschaulichen die Resultate. 
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Tabelle 


Versuche 


Vil. 


ohne C. 








Mengen des 30 fach 
verdiinnten 
Meerschweinchen- 
serums 


ecm 


0,5 
0,4 
0,3 
0,25 
0,2 
0,16 
0,12 
0,1 
0,08 
0,06 


Meerschweinchen 
Nr. 140 


109 
100 
95—100 

90—95 
70 
60 
25 

0—25 
0 


0 


Tabelle 


°/) Hamolyse 


Meerschweinchen 
Nr. 154 


100 
95— 100 
90 
80—90 
50—60 
30 
0 


25 


=So° | 


Vill. 


Versuche mit C. 


Meersch weinchen 


Nr. 161 


100 

100 

95 

80 
60—70 
40—50 
0—25 
0—25 

0 

0 





Mengen des 30 fach 
verdiinnten 
Meersch weinchen- 
serums 


ecm 


0,5 
0.4 
0,3 
0,25 
0,2 
0,16 
0,12 
0,1 
0,08 
0,06 


°, Himolyse 





Meerschweinchen 
Nr. 158 


100 
100 
100 
95—100 
90—95 
80 
59 
25 
0—25 
0 


Meerschweinchen 
vr. 159 


109 
95—100 
80—90 

70 
40—50 

0—25 
0—25 


= oo 


Tabelle IX. 


Versuche mit normalen Tieren. 


Meerschweinchen 


Nr. 160 


109 
100 
100 
100 
95 
80—90 
60 
25 
0—25 
0—25 





Mengen des 30fach 
verdiinnten 
Meerschweinchen- 
serums 


ecm 


PEPE 2> 
toto Go Sr 
oO 


oDe ee 
non 


0 
0. 
0, 
0, 
0 
0, 


OD 


Meerschweinchen 
Nr. 175 


°) Hiaimolyse 


Meerschweinchen 
Nr. 176 


100° 
100 


Meerschweinchen 


Nr. 177 


100 

100 

100 

95-—100 

90 

80 

50 
30—40 
0—25 
0—25 
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Wie aus den Tabellen erhellt, sind bei dem Komplementgehalt det 
drei verschiedenen Tiergruppen keine wesentlichen Veranderungen zu 
beobachten. Wenn man das Mittel zieht, ist der Komplementgehalt der 
skorbutischen Tiere ein wenig geringer als derjenige der mit Zitronensaft 
gefiitterten Tiere, die wiederum einen etwas niedrigeren Komplement- 
gehalt als die bei gewo6hnlicher Meerschweinchenkost gehaléenen Kontroll- 
tiere aufweisen. 

B. Immunisicrungsversuche. 
Versuchsreihe 5. 

Als Versuchstiere fiir die Immunisierung mit Hammelblutkérperchen 
wurden bei dieser Versuchsserie, deren Resultate in Tabellen X, XI, XII 
und XIII wiedergegeben sind, A- und C-avitaminotische sowie bei gleich- 
zeitiger A- und C-Zufuhr ernihrte Meerschweinchen verwendet, welch 
letztere als Kontrolltiere dienten. Das Anfangsgewicht der A-avitaminoti- 
schen Tiere betrug 110 bis 150 g; nur die Meerschweinchen Nr. 110 und 103 
waren etwas gréBer, indem das erstere das Anfangsgewicht von 173 g, das 
letztere dasjenige von 185g hatte. Vor dem Beginn der Immunisierung 
waren die A-frei ernahrten Meerschweinchen Nr. 111 und 112 45 Tage auf 
der Grundkost gehalten worden. Bei den anderen A-avitaminotischen 
Tieren betrug die Vorperiode 30 Tage. Von den A-freien Tieren war das 
Meerschweinchen Nr. 101] bei Beginn der Immunisierung sehr abgemagert. 
Wahrend der Immunisierungsperiode wurden die Augen des Tieres infolge 
des A-Mangels schwer angegriffen, so daB das Tier am Ende des Versuchs 
total blind war. Auch die Tiere Nr. 102 und 115 waren recht schwer von 
A-Avitaminose befallen. Drei von den A-freien Tieren erhielten, wie aus 
den Tabellen hervorgeht, kleine Mengen Vigantol. Das Anfangsgewicht 
der (-freien Tiere betrug 230 bis 300 g. Die Zufuhr von A geschah durch 
Hineinpipettierung von 0,25 cem Tran. Von den Tieren war bei Bestimmung 
des Ambozeptortiters besonders das Meerschweinchen Nr. 141 schwer 
skorbutisch und zeigte eine Gewichtsabnahme von etwa ein Viertel des 
Anfangsgewichts Das Anfangsgewicht der Kontrolltiere betrug 118 bis 


Tabelle X. 


Versuche ohne A. 





Mengen I Haimolysegrade 
des unverdiinnten es _— 
Ambozeptorserums || Meerschweinchen Meerschweinchen Meerschweinchen 
ecm |} Nr. 101 Nr. 102 Nr. 103 
0,05 k. k k. 
0,025 st. k. k. 
0,015 m. k. k. 
0,01 m. k. k. 
0,005 w. k. k. 
0,0025 0 st. k. 
0,0015 0 m. k. 
0,001 0 w. k. 
0,0005 0 0 st. 
0,00025 0 0 mn. 
0.09015 0 0 sp. 
0,0001 0 0 0 
0 0 0 0 
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150g. Vor der Immunisierung waren sie 30 Tage mit Grundkost bei 
Zutuhr von Carotin bzw. Tran und Zitronensaft ernahrt worden. Bei 
Beginn der Immunisierung hatten sie etwa das gleiche Gewicht wie die 
C-frei ernahrten Tiere. 


Tabelle XI. 


Versuche ohne A. 





Haimolysegrade 





Mengen des Meer- Meer- Meer- 
unverdiinnten schweinchen schweinchen  schweinchen 
Ambozeptor- Meer- Meer- Nr. 115 Nr. 118 Nr. 126 
serums sch weinchen schweinchen A 
Nr. 111 Nr. 112 0,001 mg 0,001 mg 0,005 mg 
Vigantol Vigantol Vigantol 
ecem pro Tag pro Tag pro Tag 
0,25 a k. k. k. k. 
0,15 k. k. k. t. i k. 
O01 k. k. k. st. k. 
0.05 f. k. k. k. m. k. 
0,025 st. k. k. w. k. 
0.015 m. k. k. sp k. 
0.01 w. k. k. 0 k. 
0,005 sp. k. k. 0 k. 
0,0025 k. k. 0) k. 
0.0015 0 k. k. 0 k. 
0,001 0 k. k. 0 k. 
0.0005 0 f. k. k. 0 st : 
0.0025 | 0 st st. 0 m = 
0.00015 | 0 m m. 0 w ( 
0.0901 0 w w. 0 0 
0 0 0 0 0 0 
Tabelle XII. ' 
Versuche ohne C. 7 
caniiiogon Hamolysegrade Standardserum 
0 See RRP AAAS TOI HS seer- 
Serums Meerschweinchen | Meerschweinchen | Meerschweinchen schweinchen 
pases Nr. 141 Nr. 151 Nr. 153 Nr. 103 
0,25 k. k k. k. : 
015 k. k k. k 
O01 k. k k. k. i 
0,95 k. k. k. k. 
0,025 k. k k. k. 
0,015 k. k k. k. 
0,01 k. k k. k. 
0,005 st. k. k. k. 
0,0025 m. st. k. k. 
0,0015 m. m. i: k. | 
0,001 w. m. st. k. 
0,0005 0 Ww. m. st. 
0,00025 0 0 w. m. 
0,00015 0 0 0 w. 
0,0001 0 0 0 sp. 
0 0 0 0 0 
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Tabelle XII]. 


Versuche mit Kontrolltieren. 





Hamolysegrade 


Meer- 


Mengen Meer- Meer- Meer- 











Meer- 
des schwein- schwein- schwein- schwein- odaiwaiow ies: 
Ambozeptor- chen chen chen chen chen chen 
serums Nr. 104 Nr. 105 Nr. 106 Nr. 108 Nr. 109 Nr. 110 
0,25 ecem 0,25 mg 0.5 mg 0,25 mg 0,25 cem 0.4 cem 
Tran Carotin Carotin Carotin Tran Tran 
ecem pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag pro Tag 
0,05 k. k. k. k. k k. 
0,025 k. k. k. k. k. k. 
0,015 k. k. k. k. k. ‘% 
0,01 , k. k. k. k. st. 
0,005 f. k. k. k. k. st. m. 
0,0025 m. f. k. k. k. m. Ww. 
0.0015 w. st. k. k. w. 0 
0,001 » Sp. m. st. st. sp. 0 
0.0095 0 w. m. m. 0 0 
0,09025 0 sp. w. w. 0 0 
0,00015 0 0 sp. 0 0 0 
0,0001 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 


Wie aus den Tabellen X, XI, XII und XIII hervorgeht, ist der Ambo- 
zeptorgehalt bei zwei von den acht A-avitaminotischen Tieren bedeutend 
geringer als bei den fiinf Kontrolltieren. Andererseits ist zu bemerken, 
daB einige von den Sera der A-avitaminotischen Tiere sogar einen gréBeren 
Ambozeptorgehalt aufweisen als die Sera der Kontrolltiere, und zwar 
zeigt das Serum des Meerschweinchens Nr. 102, das ein recht schwer von 
A-Avitaminose befallenes, abgemagertes Tier war, einen ziemlich hohen 
Titer auf. Bei den skorbutischen Tieren sind keine gréBeren Schwankungen 
in den Titerwerten zu beobachten. Sie sind im Durchschnitt ziemlich genau 
von derselben GréBe wie diejenigen der Kontrolltiere. 


Besprechung der Resultate. 


Wie die oben angefiihrten Resultate klar erweisen, haben wir 
bei unseren Versuchen im Komplementgehalt und Himolysinbildungs- 
vermégen von A- und C-avitaminotischen Meerschweinchen keine 
ausgesprochenen Veranderungen gegeniiber Kontrolltieren festgestellt. 
Ebensowenig konnten wir konstatieren, daB sich eine Zufuhr von 
D-Vitamin in Form von bestrahltem Ergosterin in dieser Hinsicht 
bemerkbar gemacht hitte. 


Beziiglich des Komplementgehaltes wurden zwar sowohl bei 
A- als C-avitaminotischen Tieren in einem Teil der Faille ein wenig 
erniedrigte Werte gefunden. Die Anzahl der Versuche ist aber nicht 
so groB, daB dabei die Méglichkeit einer Zufilligkeit keineswegs mit 
voller Sicherheit ausgeschlossen werden kann. Im iibrigen ist die Ver- 
minderung des Komplementgehaltes so unbedeutend klein, daB sie, wenn 
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sie wirklich in Zusammenhang mit Vitaminmangel stande, keinen Ein- 
fluB auf die Abwehrkraft des Organismus ausiiben kann. 

Was die Immunisierungsversuche anbelangt, muB hervorgehoben 
werden, daB die bei Hammelblutimmunisierung erhaltenen Ergebnisse 
hinsichtlich des antikérperbildenden Vermégens nicht ohne weiteres 
verallgemeinert werden diirfen. Es ware wohl denkbar, da gewisse 
Immunisierungsprozesse von einer Avitaminose  betroffen, andere 
dagegen nicht beeinfluBt werden. Jedenfalls scheinen unsere Befunde 
darauf hinzudeuten, daB die Hauptursachen fiir die behauptete Re- 
sistenzverminderung gegeniiber Infektionen bei Vitaminmange] offenbar 
in anderen Umstanden als in irgendeiner St6rung der Immunreaktionen 
zu suchen sind. 

Betreffs der A-Avitaminose erscheint uns sehr wahrscheinlich, 
daB dabei die fiir A-Avitaminose typischen Epithelveranderungen 
bei der Entstehung von Infektionskrankheiten eine betrachtliche Rolle 
spielen k6nnen. Man kann sich wohl denken, daB das infolge A-Mangels 
entstandene, metaplastische Epithel des Respirations- und Verdauungs- 
kanals irgendwie minderwertig ist und dadurch nur in vermindertem 
Grade imstande, ein tieferes Eindringen der Bakterien in das Gewebe 
zu verhindern. Méglicherweise ist das haufige Vorkommen von Broncho- 
pneumonien bei A-Avitaminose eben auf diesen Umstand zuriickzu- 
fiihren. Ebenso kann die bei B- und C-Mangel vorkommende Atrophie 
der Darmschleimhaut fiir Infektionen disponieren. 

Eine Ursache fiir die erhéhte Infektionsmortalitat diirfte ganz 
einfach darin liegen, daB bei Vitaminmangel insbesondere bei A-, 
B- und C-Mangel die allgemeine Lebenskraft der avitaminotischen 
Tiere erniedrigt ist. 

Aus auBeren Griinden miissen wir darauf verzichten, ein Referat de1 
iiberaus reichen Literatur auf diesem Gebiete zu geben und verweisen nul 
ganz allgemein auf diesbeziigliche Arbeiten von Blackberg, Drummond. 
v. Euler, Findlay, Grant, Hahn, Lassen, Mellanby, Osborn, Stepp, Tanaka, 
Werkman und Zilva. 

Zusammenfassung. 

Zweck der vorliegenden Untersuchung war zu priifen, ob sich 
bei A- bzw. C-avitaminotischen Meerschweinchen im Komplement- 
gehalt und Antikérperbildungsvermégen irgendeine Veranderung fest- 
stellen lieB, die man in Verbindung mit der behaupteten abnormen 
Empfanglichkeit fiir Infektionen bei diesen Avitaminosen  bringen 
kénnte. Es ergab sich, daB der Komplementgehalt und das Hamolysin- 
bildungsvermégen der normalen und A- bzw. C-avitaminotischen Tiere 
keine ausgeprochene Verschiedenheit aufweisen. Nebenbei wurde 
festgestellt, daB dabei auch eine Zufuhr von D-Vitamin in Form 
von bestrahltem Ergosterin keinen EinfluB ausiibt. 
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Versuche iiber Wachstumswirkung von Xanthophyll. 
Von 
Margareta Rydbom. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 3. Januar 1933.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Schon frither ist in diesem Institut, die Wirkung des Xanthophylls 
das Wachstum vitamin-A-freier Ratten untersucht worden (1). 


Es ergab sich dabei, daB8 das Xanthophyll eine kleine Gewichtsver- 
mehrung hervorrief. 


bel 


Spater berichten Willimot und Moore (2) von Versuchen an Ratten, 
denen Blattxanthophyll zur Verwendung kam, und = wobei_ keine 


Vitamin-A-Wirkung erhalten werden konnte. Im Jahre 1930 wurden von 
Verfasserin mit P. Karrer und H. von Euler Versuche an jungen Hiihnern 
angestellt, wobei die Wirkung von Carotin und Xanthophyll auf das Wachs- 
tum studiert wurde (6). Die Ergebnisse zeigten, daB nur das Carotin den 
Zuwachs aufrechterhalten konnte. Dieselben Resultate haben Aline, 
Schultze und Hart erhalten (3). Spater wurden hier wieder Versuche an 
Ratten mit einem von P. Karrer aus Brennnesseln hergestellten Nantho- 
phyllpriparat, vom Schmelzpunkt 192°, ausgefiihrt (4). Es zeigte sich, 
daB die Tiere wahrend der ersten 4  Wochen an Gewicht zunahmen. Nach 
dieser Zeit hérte aber das Wachstum auf. Es wurde dabei die Vermutung 
ausgesprochen, das das Xanthophyll bei den Aufbaureaktionen fiir das 
Wachstum eine Rolle spielen kénnte. 


Da die Frage tiber die Funktion des Xanthophylls bei dem Wachs- 


tum noch ziemlich ungeklart ist, wird hier tiber einige Fiitterungs- 
versuche teils an Ratten, teils an Meerschweinchen berichtet. 


In den friiheren Arbeiten wurde immer das Xanthophyll an A-freien 


(an Gewicht konstanten) Ratten gepriift. Bei den hier zu beschreibenden 
Versuchen habe ich eine prophylaktische Methode benutzt, indem den 
Tieren schon vor der Einsetzung der A-freien Diat auch die Proben 
gegeben wurden. Bei den eben zitierten Versuchen (4) wurde mit 
0,037 mg Xanthophyll pro Tag gearbeitet. Da es sich hier um pro- 
phylaktische Verwendung handelt, wurde die Tagesdose zu 0,015 mg 
gewahlt. Die Carotinmenge war stets ein Zehntel des XNanthophvl Is 
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Das benutzte Xanthophyllpriparat war von Prof. P. Karrer 
in Ziirich hergestellt mit dem Schmelzpunkt 192°. Das Carotin ist von 


‘ 


dem internationalen Standard M. R. C. 
Versuche an Ratten. 
Serie 1. 

Zwei Wiirfe von Ratten, 3 bis 4 Wochen alt und von etwa 30 g Gewicht, 
wurden in drei Gruppen von je drei Tieren geteilt und auf A-freie Kost 
gesetzt. Dazu wurde die in diesem Institut gew6hnliche Grundkost benutzt, 
die die folgende Zusammensetzung hat: 


Pee ow ow ates 6 tee we + « BOO 
200 g 


ae ee eee ee ee 
cn st eo Coe we oe ne Oe 
Gehartetes Arachidél. . ....... 1l5g 
Prisshe PreGhefo. . .. ++ ss + « 4008 
dP Troy Ten 


ES 2 ae 


Ot es 


Citromemenit . . ..<+«e«esecerssvs « 250ccm 


Nach 2 Tagen wurde dazu noch jedem Tiere tiaglich gegeben: 
Gruppe I: 0,leem Arachiddél, 
eo II: 0.0015 mg Carotin, in 0,lcem Arachid6! gelést, 
od III: 0,015 ,, Xanthophyll, in 0.1 cem Arachidél gelést. 


Schon nach 2 Wochen waren in der ersten Gruppe (Kontrolle) 
zwei Tiere gestorben. Die postmortale Untersuchung zeigte eine 
Infektion mit angeschwollenen Lymphdriisen und geschwiarzter Milz. 
Nach etwa 5 Wochen trat bei der einzigen zuriickbleibenden Kontrolle 
und bei den Tieren der Xanthophyllgruppe Gewichtskonstanz ein. 
Eine verdoppelte Xanthophyllmenge fiir die letztere rief keine Ver- 
anderung hervor. Die Tiere der Carotingruppe zeigten alle trotz der 
kleinen Carotinmenge einen guten Zuwachs, was aus den Gewichts- 
kurven der Abb. 1 hervorgeht. 
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Serie 2. 


Diese Serie ist genau wie die vorige ausgefiihrt und lieferte auch 
dasselbe Resultat (s. Abb. 2). Eine hier mitgenommene vierte Gruppe 
ohne Arachidél (1b) zeigte der mit demselben gegeniiber keine Unter- 
schiede. Das Arachidél an sich war also nicht die Ursache des Todes 
der Kontrolltiere. 
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Abb. 2. 


Versuche mit Meerschweinchen. 


Um die Wirkung des Xanthophylls auf den Zuwachs eines reinen 
Pflanzenfressers zu priifen, wurden hier auch einige Versuche an Meer- 
schweinchen angestellt. 

P. E. Simola hat in diesem Institut die Zwwachswirkung des Carotins 
an Meerschweinchen festgestellt (5) und dabei gefunden, daB folgende 
Grundkost fiir Versuche mit diesen an Vitamin A gut geeignet ist. Die- 
selbe enthalt: 


Schwarzer Hafer. ........ . 800g 
WTO ac tt ts sw OOS 
ED tee id eG Rc ae Lat te ee ee 
Co) a 
a ee ee 


Diese Kost ist von A-Vitamin nicht ganz frei, enthalt aber fiir 
den Zuwachs unzureichende Mengen davon. AuBerdem wurden taglich 
3 bis 4ccem dezitrierter Citronensaft gegeben. 

Zw6lf junge Meerschweinchen von 110 bis 140g Gewicht wurden in 
drei Gruppen geteilt und auf die vitamin-A-arme Kost gesetzt. Dazu er- 
hielten sie taglich in: 

Gruppe I: 0,5cem Arachidél, 


~ II: 0,0075 mg Carotin, in 0,5ccem Arachid6él gelést, 
o III: 0,075 ,, Xanthophyll, in 0,5ceem Arachid6l gelést. 


Nachdem die Versuche etwa 14 Tage im.Gange waren, ist bei 
den samtlichen Meerschweinchen des Instituts eine Infektionskrankheit 
ausgebrochen, die als Coccidiosis erkannt wurde. Drei Tiere der ersten 
und eins der zweiten und dritten Gruppe*sind daran gestorben. Die 
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postmortale Untersuchung ergab die gew6hnlichen Symptome derselben - 
Angeschwollene Lymphdriisen, vergréBerte Milz und weiBe Flecken 
in der Leber. 


Nach 5 Wochen starb das letzte Tier der ersten Gruppe, nachdem 
es langere Zeit nicht gewachsen war. 


Bei dieser Zeit erwies sich die Carotinmenge der zweiten Gruppe 
als ungeniigend, und auch bei den Xanthophyllitieren trat Gewichts- 
stillstand ein. Die Mengen derselben wurden dann bis 0,0225 bzw. 
0,255 mg vergréBert. Dabei trat in beiden Gruppen wieder Wachstum 
ein; nach 10 Tagen jedoch aufs neue Stillstand. Nun wurden 0,030 
baw. 0,300 mg gegeben; dadurch wurde noch einmal sowohl in der 
Xanthophyllgruppe als in der Carotingruppe der Zuwachs wiede: 
hergestellt. Die Wirkungen sind in den Kurven der Abb. 3 deutlich 
zu ersehen. Bei den Pfeilen sind die vergréBerten Tagesdosen gegeben. 
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Abb. 3. 


DaB es sich hier um eine Verunreinigung des Xanthophylls mit 
Carotin handeln kénnte, ist fast ganz ausgeschlossen. Die Carotinmenge 
muBte dann, um diese Wirkung hervorzurufen, etwa 10°, betragen 
Eine so groBe Quantitaét als Verunreinigung hatte sich aber bei den 
Rattenversuchen zeigen miissen. AuBerdem habe ich durch Aus- 
schiittelung einer 90 igen Methanollésung des Xanthophylls mit 
Petrolither in dem letzteren kein Carotin gefunden. 


Auffallend ist aber, daB die Meerschweinchen ebensogut auf das 
Xanthophyllpraparat wie auf das Carotin wachsen, wobei allerdings 
von dem letzteren nur ein Zehntel des Xanthophylls fiir denselben 
Zuwachs hinreichend ist. Zur Frage nach der wachstumsférdernde 
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Fahigkeit des Xanthophylls in Gegenwart von kleinen Carotin- 
mengen mag daran erinnert werden, daf die Grundkost fiir die Meer- 
schweinchen ein wenig Vitamin A enthalt. Ob das Xanthophyll also 
selbst das Wachstum bei einem Pflanzenfresser aufrechterhalten kann. 
entscheidet dieser Versuch nicht. Dagegen tritt das verschiedene Ver- 
halten dieser (und friitherer) Versuche an Ratten deutlich hervor. da 
es auf die letzteren keine bzw. nur voriibergehende Wirkung besab. 


Literatur. 


1) Bou. H. von Buler u. P. Karrer, Helv. Chim. Acta 12, 278, 1929. 
2) Willimot u. Moore, Biochem. J. 21, 86, 1927. 3) Kline, Schultze u. Hart. 
J. of biol. Chem. 97, 71, 1932. 4) H.v. Euler, P. Karrer vu. M. Rydbom, 
Helv. Chim. Acta 14, 1428, 1931. 5) P. BE. Simola, Acta’ Soc. Med, 
Fennicae, Ser. A, XVI, 1932. 6) Helv. Chim. Acta 18, 1059, 1930. 








Beobachtungen iiber Hefezuwachs. 


Von 
Tore Philipson. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 3. Januar 1933.) 


Unter Wuchsstoff im allgemeinen werden bisher solche Stoffe 
verstanden, die von auBen zugefiihrt werden miissen und die eine 





i 

i Neubildung von Zellen erméglichen. Es ist durch eine Reihe neuerer 
| Untersuchungen dargelegt, daB ein derartiger Bedarf bei pflanzlichen 
ah Organismen ziemlich weit verbreitet ist. 


Fiir héhere Organismen ist dieser Wuchsstoff am eingehendsten bei dem 

Zellstreckungswachstum des Koleoptils von Hafer studiert worden. Die 

: Forschungen sind dabei soweit fortgeschritten, daB Aégl und Haagen Smit 

vermuten, die empirische Formel jenes Wuchsstoffes (Auxin) gefunden zu 

haben!. Nielsen hat an demselben Problem gearbeitet und nennt seinen 

Stoff ,,.Rhizopin‘’, weil er aus Rhizopus suinus erhalten wird, der vielleicht 

mit dem Auxin identisch ist?. Maschmann und Laibach berichten kiirzlich, 

da sie den Hafer-Koleoptilwuchsstoff u.a. in Méausecarcinomgeweben 

} gefunden haben*. Die ,,normale** Quelle beziiglich des Wuchsstoffes fiir 
+ | das Avenakoleoptil ist bekanntlich seine Spitze. 


seaotneewe—eriasoae 


— + eingennecempenatinaaane yn. 


' Betreffs niederer Organismen ist am meisten der Wuchsstoffbedarf 
. der Hefe und Hefearten, sowie auch einiger anderen Pilze untersucht 
a worden. Man mége sich dabei erinnern, da8 nicht alle Organismen 
eine Zufuhr ,,von auBen* von Substanzen, die nicht als Nahrstoffe 
im engeren Sinne angesehen werden kénnen, fiir ihre Vermehrung 
fordern. Es ist im Gegenteil nicht ungewohnlich, daB diese ,,selbst** sich 
entwickelnden Organismen sogar solche Wuchsstoffe an das Substrat 
abgeben. Bis auf weiteres sind wir aber genétigt, diese ,, Wuchsstoffe* 
als artspezifisch aufzufassen. Wohl gibt es doch gewisse Zeichen dafiir. 
daB ein gréBerer Zusammenhang bestehen kann. 
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1 Kégl u. Haagen Smit, Proc. Koninkl. Akad. Wetensch. 34, 1411, 1931. 
2 Nielsen, Jahrb. f. wiss. Bot. 73, 125, 1930. 
3 Maschmannn u. Laibach, diese Zeitschr. 255, 446, 1932. 
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Einige Beispiele: Der Wuchsstoff des Avenakoleoptils ist in drei ganz 
verschiedenen Extrakten nachgewiesen : Harn, Substrat von Rhizopus suinus 
und Bakterien und Carcinomgewebe; Inosit ist von Eastcott als Bestandteil 
des Zuwachsfaktors ihrer Heferasse gefunden worden, und Buston und 
Pramanik geben dasselbe fiir den Pilz Nematospora Gossypii an; zusammen 
mit H.von Euler hat Verfasser feststellen kénnen', da unter den Ver- 
haltnissen, wo Went der Koleoptilspitze des Hafers den Wuchsstoff des 
gleichen Koleoptils entziehen konnte, auch der Wachstumsfaktor det 
(unserigen) Hefe erhalten wird. Wir haben dabei auch den Vorschlag 
gemacht, die pflanzlichen Wuchsstoffe mit den Buchstaben BP zu bezeichnen, 
wobei die Unterscheidung der verschiedenen Stoffe beispielsweise durch 
irgendwelche Vornamen geschehen kann. Es scheint uns dies geeigneter als 
die Einfithrung von Nomen proprium. Nach Wel/rams und Mitarbeitern 
liegen die Verhaltnisse beziiglich des Wachstums der Hefe nicht so, dali man 
einfach von ,,dem Wachstumsfaktor der Hefe‘*, wobei mit Hefe zuniichst 
Saccharomyces cerevisiae verstanden wird, reden kann*. Sie vertreten 
die Ansicht, daB die meisten Heferassen ihren eigenen Wuchsstoffkomplex 
besitzen, wobei zwar einzelne Komponenten mehrerern Rassen gemeinsam 
sein kénnen. Diese Theorie erklart auf einfache Weise die Unstimmigkeiten 
der Resultate verschiedener Forscher. Man diirtte dabei in Erinnerung 
behalten, da®B es sich in den meisten Fallen um eine und dieselbe Art des 
Organismus handelt, so da’ also ungleichartige Ziichtung recht durch- 
greifende Verinderungen der Reaktionen der Zelle verursachen kénnen. 


Die hier mitzuteilenden Versuche hatten zum Ziel, teils den BP- 
Bedarf einiger Hefen, die unter gewissen Bedingungen aufgezogen sind, 
zu untersuchen, teils eine Untersuchung tiber die eventuelle komplexe 
Natur des Wuchsstoffes. 


Die Ziichtung der Hefen. 


In einer vorhergehenden Arbeit wurde festgestellt®, daB Substrat, 
auf dem Rhizopusarten: Rh. nigricans und Rh. tritici gewachsen waren, den 
Zuwachs einer Backereioberhefe stark beschleunigte. Diesen Befund habe 
ich bei dieser Kultivierung verwendet. Das Grundsubstrat hat folgende 
Zusammensetzung : 


(MigheOy . ..2< « « 30g MgSO, 7H,O .. . 0.7g 
ee 2s ae sie « « OIE Lo re 
gM Sigs + so eo os « OSE Rohrzucker . . . . . 60g 
MEER 6 i ws ss > «4 « BO Wasser. .... . . 1000ccm 


und ist somit rein synthetisch. 


Auf diesem Substrat allein kénnen die verwendeten Heferassen sich 
nicht vermehren. Ich bereite also eine BP-Lésung durch Kultivierung von 
Rhizopus nigricans genau nach den Angaben der zitierten Arbeit. Anfangs 
benutze ich einen Zusatz von 10 Vol.-°,, zu dem Grundsubstrat; spéter 
haben sich nur 2°, als hinreichend erwiesen. 


1 Kuler u. Philipson, diese Zeitschr. 245, 418, 1932. 
2 Williams u. Bradway, J. Amer. chem. Soc. 53, 783. 1931. 
3 Euler u. Philipson, 1. ¢. 
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Aut der so erhaltenen Nahrlésung habe ich durch Einzellkulturen einen 
Stamm aus Backereioberhefe und einen aus Brauereiunterhefe geziichtet. 
Die Ursprungshefen werden spater OB bzw. UB genannt. Die OB-Kultur, 
nunmehr ORh genannt, wuchs schon vom Anfang gut und ziemlich schnell. 
Die UB-Kultur, nunmehr die Hefe URh, wuchs im Anfang langsam und 
erreichte erst nach 3 Monaten Fiihrung etwa die Geschwindigkeit der ORh. 
Zu dieser Zeit wurde aus der ersteren noch ein Stamm angelegt, der als BP 
05°, von dem im hiesigen Institut befindlichen konzentrierten Hefe- 
kochsaft der Knoll, A.-G., Ludwigshafen erhalt: Rasse UHK. 

Die Kulturen kommen in Pasteur-Kolben von 100cem Inhalt bei Zimmer- 
temperatur (20°). Bei der Reinzucht wird die erhaltene Hefekultur mit dem 
verbrauchten Substrat verworfen, so daB die Impfung der neu aufgefiillten 
Nahrlésung durch die in der Fliissigkeitsschicht an der Wand_ befind- 
lichen Zellen geschieht. Vor der Verwendung fiir Zuwachsversuche muB 
eine neu angestellte Generation wenigstens 3 Tage wachsen. Dann ist 
die Kultur groB genug, daB héchstens 6 Tropfen, zu etwa 200 ccm ver- 
diinnt, die unten angegebene Impfungsgr6Be geben. Nach etwa 7 Tagen 
ist das Substrat verbraucht und wird erneuert. 


Zur Zuwachsmethodik. 

Die Bestimmung des Zuwachseffektes in cinem Praparat ge- 
schieht mit nur wenigen Veranderungen wie vorher. Als Grund- 
substrat wird dasselbe wie oben benutzt; nur besteht der Zucker aus 
Glucose (Merck) zu 2°, statt 6%, Rohrzucker. Zu 20 ccm von dieser 
Losung in 100cem Erlenmeyer-Kolben wird die zu untersuchende 
Lésung gesetzt, deren Volumen gewohnlich nicht iiber 0,6 ccm steigt. 
Die Kolben werden dann, mit Wattebausch verschlossen, durch 
kurzes Aufkochen sterilisiert. Nach dem Erkalten wird unter sterilen 
Verhaltnissen mit einer Suspension der Hefe geimpft, wobei die Menge 
so abgemessen ist, daB die Impfung aus etwa 20000 Zellen, das ist 
1000 pro Kubikzentimeter, besteht. Impfvolumen nicht tiber 0,5 cem. 

Die Kolben werden dann in einen Wasserthermostaten von 30° 
eingehangt und die erhaltene Zellenzahl nach 24 Stunden bestimmt. 
Alle Zellenzahlbestimmungen geschehen in der Thoma-Zeissschen 
Zihlkammer. Infolge der Impfungsgr6éBe wird die erhaltene Zellenzah| 
in Tausenden pro Kubikzentimeter auch gleich dem Vermehrungs- 
betrag. Vermehrungen bis auf das Zehnfache sind ohne Bedeutung 
und werden mit 0 angegeben. 


Priparative Versuche an dem Wuchsstoff. 


Bei diesen ist fiir die Zuwachsbestimmungen wahrend des ganzen 
Arbeitens die Hefe der Rasse ORh verwendet. 

Da es anfangs galt, ein méglichst gutes Ausgangsmaterial zu 
finden, habe ich einige Extrakte auf deren BP-Gehalt gepriift. Diese 
waren wie folgt bereitet: 
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Griine Erbsen. Die Erbsen wurden mit dem = vierfachen Gewicht 
Wasser zweimal wihrend 15 Minuten kochend extrahiert. heif filtriert 
ind die Extrakte vereinigt. 

Gerste. Genau wie bei den Erbsen. 

Tee. 10g ,,tea-dust’* wurden mit 250cem heiBer Wassers wahrend 
15 Minuten ausgezogen. Vor der Priiftung wurde die Gerbsiiure mit etwas 
Bleiacetat ausgefallt. 

Harn. Menschlicher Harn. 

Hefe. Zur Verwendung kam der konz. Hefekochsaft der Awoll, A.-G. 

Es wurden die folgenden Werte erhalten: 





Vermehrung aus 
Trockengewicht 
rinars ad 
Priparat Img 
mg cem leem Trockengewicht 


Ne a 6.75 50 000 7500 
Hefekochsaft ...... 275.0 670 000 2400 
et ae Ge ke See 3,8 1500 400 
Ay ee 4,2 1 500 360 
eae ee ee 56,0 29 000 5N0 


Der Erbsenextrakt zeigt die héchste Aktivitat pro Trockensubstanz 
und wurde deshalb zur Préparation verwendet. Der Tee zeigt einen 
unerwartet geringen Effekt. 

Aus 2kg Erbsen wurden zusammen 6 Liter Extrakt bereitet. Dieser 
wurde mit Bleiacetat vollstandig gefallt und die Fallung nach dem 
Waschen weggeworfen. Hiernach wurde mehr Bleiacetat zugesetzt und 
darauf konzentriertes NH, in UberschuB. Die Fallung wurde gewaschen 
und diese samt dem Filtrat von Pb durch H,S befreit. Es werden 
nun das Filtrat mit Lésung I und die Auflésung der Fallung mit 
Losung IT bezeichnet. 





Vermehrungsbetrag 


Priparat eem zur Priifung — 
verw. Vol. pro leem 
Erbsenextrakt ..... 0,3 28 000 93 000 
Nach 1. Pb-Fallung .. . 0.3 17 900 56 600 
eo we ees gat ho Y 0,5 4 300 8 600 
ee eee 0.5 0 
ROP ss 6S 6.5 ce wns je 0.3 17 000 56 600 


Der gréBte Teil der Aktivitat blieb nach der ersten Bleifallung 
im Filtrat (Auswaschung nicht geniigend ? Pb-Fallung groB). Dagegen 
hat die zweite, alkalische Bleifallung den Faktor deutlich in zwei Frak- 
tionen geteilt, die eine ganz inaktiv und die andere nur schwach (15°,) 
wirksam, die aber zusammen die urspriingliche Wirkung_ besitzen. 

Die Lésung I] wurde zur vollstindigen Ausfallung mit heiBbem 
Baryt versetzt, wobei ihre aktive Substanz in der Lésung zuriickblieb 
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und nach Beseitigung des Barytiiberschusses mit Schwefelsiure nicht 
weiter verarbeitet. 

Ein Vorversuch hatte ergeben, daB die Aktivitét der Lésung I 
sich auf Kohle absorbieren lieB. Die ganze Lésung I wurde also mit 
1g Blutkohle (Merck) pro 100 cem geschiittelt und dies noch einmal 
ng derholt. Die gesamte Kohle wurde nachher mit n/10 H,SO, in 

»4igem Alkohol zweimal durch halbstiindiges Schitteln extrahiert. 
ie ‘Extrakt, mit Baryt neutralisiert und von Alkohol befreit, ist Lé- 
sung IIIa; das Filtrat von der Absorption Lésung IIIb. 





Ve rmohrungebotrag 


Priparat ecm zur Priifung 


verw. Vol. pro 1 com 
IiTa. BS 6 RAS 0,3 1050 3 500 
eevee or 0,5 0 
i 2 | a ee je 0,3 8400 28 000 
Ib+IH.. 5 gt Soest je 0,3 0 — 
Ia +10b +1 Me aes je 0,3 6000 20 000 


Die Kohle scheint also der Fraktion I den zuwachsbeférdernden 
Faktor vollstandig entzogen zu haben. Die zuriickbleibende Lésung (IIIb) 
hat fiir die Vermehrung der Hefe keine Bedeutung, wirkt sogar etwas 
hemmend. Es zeigt sich auch, daB Kohlebehandlung (infolge Verlusten) 
fiir Reinigungszwecke nicht geeignet ist. Deswegen sind Reinheits- 
angaben der Praparate fortgelassen. 

Die Lésung IIIa wurde nun zum kleinen Volumen eingeengt 
und mit 96°%,igem Alkohol, so daB die Lésung 90% ig wurde, versetzt. 
Nach Stehen im Kiihlschrank iiber Nacht wurde die Alkohollésung 
vom Unléslichen (61) getrennt. Praparate: IVa = in 90% igem Alkohol 
Lésliches, IVb = in 90 %igem Alkohol Unlésliches. 





Vermehrungsbetrag 





Priiparat ecm zur Priifung | 


verw. Vol. pro 1 ccm 
ce Eee ee ee 0,5 100 200 
che, Se ee sabe iss 0,5 0 — 
‘fe era F e 0,3 8400 28 000 
EV We ERs sb os + es 20, 3 90 300 


Der aktive Teil wird also quantitativ in der Alkohollésung wieder- 
gefunden. 

Der Hauptbestandteil des Praiparates IVa, in Alkohol gelést, 
wurde nun mit 1!/, Volumen peroxydfreien Athers versetzt. Nach 
2 Tagen im Kithlschrank hatte sich das Unldsliche als eine zihe Masse 
zum Boden gesetzt, so daB die Lésung abgegossen werden konnte. 
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Die Lésung IVa ist damit in Va = in Alkohol-Ather Lésliches, und in 
Vb = darin Unlosliches geteilt. Die Zuwachspriifung ergab: 





Vermehrungsbetrag 


Priiparat eem zur Priifung , : 
verw. Vol. pro 1 cem 
Va O05 160 320 
Ee ee ee 0,5 0 
J 2 a rc je 0,3 S800 30 000 
Vb+I. ees) ee je 0,3 240 800 


Es ist somit alle Aktivitat in der Lésung Va, das heiBt die Fraktion 
ist unter den angegebenen Verhialtnissen in Alkohol-Ather  léslich. 

Dies hat mir Veranlassung gegeben zu untersuchen, ob die Fraktion 
auch in reinem Ather léslich sei. Dazu wurde das Priparat Va von 
Alkohol und Ather befreit und in wenig Wasser aufgenommen. Von der 
in drei gleiche Teilen geteilten Lésung wurde ein Teil direkt (py etwa 6) 
mit dem doppelten Volumen von peroxydfreiem Ather zweimal aus- 
geschiittelt. Den beiden anderen Teilen wurde H,SO, bzw. NaOH bis zu 
0,1-Normalitat gesetzt, dann wurden sie auf dieselbe Weise ausgeschiittelt. 
Die Aktivitatspriifung ergab, daB keine der drei Atherschichten die 
geringste Spur von der Fraktion enthielt, sondern diese wurde in der 
Wasserlésung wiedergefunden. Es scheint also, als ob diese Fraktion 
in Ather unléslich ist, sie kann wenigstens damit ihrer wisserigen Lésung 
nicht entzogen werden. Von Wichtigkeit ist indessen in diesem Zu- 
sammenhang, daB sogar die Alkohol-Athermischung diese Fraktion 
in Lésung hielt, was mit friiheren Beobachtungen tiber die Alkohol- 
loslichkeit des Hefezuwachsfaktors im Widerspruch steht. 

Betreffs der Frage iiber die komplexe Natur des Hefe-BP-Faktors 
haben die Versuche deutlich gezeigt, daB er aus mindestens zwei Kom- 
ponenten besteht. Dies gilt wohlgemerkt zunachst nur fiir die Hefe 
der Rasse ORh. Ich habe hier auch gepriift, ob die eine Fraktion, 
hier die Lésung II, durch Inosit ersetzt werden kann. Mi’ Lastcott 
hat die oben verwendete Methode mit Pb (OH), zum Fraktionieren 
benutzt, wobei Inosit mitgefallt wurde. Nun hat in dem Millerschen 
Laboratorium Lucas vor Eastcott die Fraktionierung durch Ba (OH), 
+ Alkohol ausfiihren kénnen. Ich habe auch dieses letzte Verfahren 
teils auf Erbsenextrakt und teils auf Harn angewandt. In beiden Fallen 
aber blieb die gesamte Aktivitét in der Lésung: die Fallung hatte 
fiir den Zuwachs keine Bedeutung. Es ist also in Ubereinstimmung 
damit, da8 0,1 bis 2 mg Inosit (Basel, aus Alkohol-Ather umkristallisiert) 
in der Lésung Vb keine Erhéhung des Zuwachseffektes bewirken 
konnte. Ferner habe ich noch die Alkohole Mannit und Dulcit ge- 
prift, aber mit negativem Erfolg. 
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Der BP-Bedarf der verschiedenen Hefen. 


Da ich bei der Darstellung zu den Fraktionen Vb und II gelangt 
war, habe ich untersucht, wie die friiher besprochenen Heferassen 
mit diesen Lésungen reagieren. Dazu wurden noch die Backereioberhefe 
der Stockholms Norra Jastfabrik (OB) und die Unterhefe der Hamburger 
Brauerei in Stockholm (UB) gepriift. 





Vermehrung mit 


je 03 Vb 


Heferasse . iinliphimaiatioa be 
0 05 ecm Vb 0.5 cem IL 


.. SaaS eS 0 180 50 4900 
3S wets 5 Gs 0 100 50 &800 
Sea Se 0 (10) 110 90 
Ss ee gs 0 320 60 7300 
ee 0 0 100 3300 


Das Resultat ist, da®B fiir alle von mir im Laboratorium kulti- 
vierten Rassen und fiir die Handelshefe OB die Lésungen Vb und II 
zusammen eine gute BP-Faktorlésung darstellen, dagegen nicht jede 
fiir sich. Es bleibt aber natiirlich die Frage offen, ob es genau dieselben 
Substanzen sind, die die Hefen in den beziiglichen Fraktionen benutzen. 
Die Rasse UB vermehrt sich indessen kaum unter diesen Umstanden. 
Man muB sich aber erinnern, daB die UB einem ziemlich heftigen Um- 
sturz in den Lebensverhaltnissen unterworfen worden ist, so daB eine 
bestimmte Aussage vor weiteren Untersuchungen nicht gemacht werden 
kann. 

Man erkennt, daB die Rasse OB durch Cberfiihren in die Rasse O Rh 
keine wesentlichen Veranderungen erlitten hat. Dagegen ist von In- 
teresse, daB die URh, wie es scheint, dieselben Eigenschaften wie ORh 
hat. Beim Aufziehen der URh-Kultur vermehrte sich ja diese anfangs 
sehr, schlecht, hat aber nunmehr (nach 6 Monaten) eine erhebliche 
Zuwachsgeschwindigkeit erreicht. Ob dies tatsaichlich in einer radikalen 
Veranderung ihres BP-Faktorbedarfs besteht oder vielleicht ganz 
triviale Ursachen hat, soll Gegenstand weiterer Untersuchungen werden. 
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Uber die Konservierung der Vitamine im Viehfutter. 


Von 


Artturi I. Virtanen. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium der Butterexportgenossenschaft 


Valio m. b. H., Helsinki.) 


(Eingegangen am 3. Januar 1933.) 


Kine besonders in den nérdlichen Liandern sehr wichtige Frage ist 
die Konservierung der Vitamine im Viehfutter. Obschon viel Unklarheit 
noch dariiber herrscht, in welchem Mae die Vitamine notwendig fiir 
die Haustiere sind, ist es jedoch sicher, daB die Sommermilch reicher 
an Vitaminen ist als Wintermilch, und daf die mit griinen Pflanzen 
produzierte Milch in jeder Beziehung wertvoller und gesunder ist als 
die mit getrocknetem Heu und Kraftfutter produzierte. Da die Milch 
und die Milchprodukte die wichtigsten Vitaminquellen fiir einen groBen 
Teil der Einwohner in den nérdlichen Landern wahrend des langen 
Winters sind, ist es einleuchtend, daB die Frage nach dem Vitamin- 
gehalt des Viehfutters wahrend der Winterfiitterung von weitum- 
fassender Bedeutung ist. Im Jahre 1925 begann ich meine Unter- 
suchungen iiber die Konservierung von frischem Futter. Das Ziel 
dieser Untersuchungen war, eine einfache, im praktischen Betriebe 
anwendbare und vor allem eine é6konomisch lohnende Methode aus- 
findig zu machen, durch welche die Nahrstoffverluste und vor allem der 
EiweiBabbau im Futter verhindert wiirden. Diese Arbeiten fiihrten 
zum positiven Resultat!. 

Nach eingehenden Laboratoriumsversuchen, wodurch wir die mats 
gebende Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration fiir die Konser- 
vierung der frischen Pflanzensubstanzen festgestellt hatten, gingen wir im 
Sommer 1928 zu Versuchen in groBem Mafstabe tiber. Bei den Unter 
suchungen im Laboratorium bin ich besonders von meinem Assistenten 


' Virtanen, sechs Mitteilungen in den Jahren 1929 bis 1932 in ,,Mit- 
teilungen aus Valios Laboratorium (auf finnisch); zwei Mitteilungen in 
..Medd. fran Jordbrukstekniska Féreningen‘, Nr. 29 und 30 (Upsala 1932, 
auf schwedisch); Mitteilung in .,Melding fra Norsk Forkonservering Nofo™ 
(Oslo 1932, auf norwegisch); Mitteilung in ,,Schweizerische Landwirtschaft - 
liche Monatshefte**, Heft 10, 1932; Mitteilung in Le Lait (im Druck); Mit- 
teilung in J. of Dairy Science (im Druck). 
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Dr. H. Karstrém und bei den praktischen Versuchen von Herrn Dipl.- 
Landw. G. L. Rosenqgvist unterstiitzt worden. Als Resultat dieser um- 
fassenden Untersuchungen ergab sich, da8 eine Konservierung des frischen 
Futters mit Sicherheit durchgefiihrt werden kann, wenn den frischen 
Futterstoffen sogleich bei der Vorratseinlegung mdglichst gleichmaBig 
geeignete Sauren in solchen Mengem beigemischt werden, daly die Wasser- 
stoffionenkonzentration der Futtermasse das py-Gebiet von py 3 bis 4 er- 
reicht. Die Atmung der Pflanzenzellen hért bei px etwa 3 vollstandig auf, 
und bei pH unter 4 wird die Wirksamkeit der proteolytischen Enzyme 
total gehemmt. Werden dem Futter ungeniigende Saéuremengen zu- 
gefiigt, so daB die Aziditét der Futtermasse oberhalb py 4 liegt, wird 
die Proteolyse nicht verhindert und in der Futtermasse finden schiid- 
liche Abbauvorgange statt. Andererseits darf die Aziditat des Futters 
nicht unterhalb py 3 gebracht werden, denn solches superazides Futte: 
wirkt schadlich auf die Gesundheit der Tiere. Wenn die Aziditat des 
Futters auf pH etwa 3,5 gebracht worden ist, werden die Nahrstoff- 
verluste im groBen und ganzen verhindert und das Futter ist in jeder 
Beziehung (beziiglich seines Aussehens, Geschmacks und Geruchs) ein 
ausgezeichnetes Futter. Als Sauren, die im praktischen Betriebe bei unserer 
Futterkonservierungsmethode teils aus physiologischen, teils aus 6konomi- 
schen Griinden in Frage kommen, sind vor allem Salz- und Schwefelséure 
zu erwaihnen. Geeignete Mischungen dieser Séiuren haben sich besonders 
bewahrt, und zwar zeigen die wahrend 5 Jahren bei uns in Finnland er- 
haltenen Erfahrungen (einige Zehntausende von Kiihen fressen dieses 
Futter schon wahrend des vierten Winters), dai die dem Futter zugefiigten 
Sauren keinerlei St6rungen bei den Tieren (Kiihe, Kalber, Pferde, Schweine 
und Gefliigel) hervorgerufen haben. Im Gegenteil ist der Gesundheits- 
zustand der Tiere ein besserer gewesen als friiher, wahrscheinlich auf dem 
hohen Vitamingehalt des Futters beruhend. Desgleichen sind die Kalber 
sehr lebenskraftig gewesen. Die newe Konservierungsmethode hat man die 
A.J. V.-Methode, und das nach ihr bereitete Futter das A. J. V.-Futter 
zu benennen begonnen. Wenn man bedenkt, da die Nahrstoffverluste 
im Futter bei der Heubereitung und Ensilierung (PreBfutterbereitung) 
sich nach verschiedenen Forschern auf 20 bis 60°,, im A. J. V.-Futter da- 
gegen nur auf weniger als 10°, belaufen, ist es verstandlich, warum diese 
Methode in Finnland und wahrend der letzten Zeiten auch in anderen 
Landern eine so rasche Verbreitung erfahren hat. 

Wahrend der zwei letzten Jahren haben wir die Konservierung 
des C-Vitamins und des Carotins im A. J. V.-Futter untersucht und 
auf diese Weise uns ein reiches Material verschafft. Gleichzeitig haben 
wir die Erhaltung dieser Stoffe auch bei der Heubereitung untersucht. 
In der folgenden Darlegung gebe ich eine Zusammenfassung unserer 
diesbeziiglichen Untersuchungen. 


Das C-Vitamin. 
(Zusammen mit BE. Landmark und Erkki Peltola.) 
Die Vitaminbestimmungen fiihrten wir meistens nach der bekannten 
Titrationsmethode von Tillmans aus.  Vergleichsweise sind jedoch 
neben diesen Bestimmungen auch eine groBe Menge Fiitterungsversuche 
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Konservierung der Vitamine im Viehfutter. 25% 
mit Meerschweinchen ausgefiihrt worden. Da die Resultate dieser 
Versuche recht gut mit den nach der Tillmansschen Methode er- 
haltenen ibereinstimmten, wendeten wir bei unseren spiteren Be- 
stimmungen nur diese Titrationsmethode an. Es stellte sich heraus, 
daB, wenn den Meerschweinchen eine tagliche Futtergabe verabreicht 
wurde, die 0,6 mg der Szent-Gydrgyischen Hexuronsiure! entsprachen, 
bei den 4 Wochen andauernden Fiitterungsversuchen keine makro- 
skopisch wahrnehmbaren Skorbutsymptome zutage traten und die 
Gewichtszunahme der Tiere normal war. Wir haben den C-Vitamin- 
gehalt in zahlreichen Proben von in der Praxis bereitetem <A. /. V.- 
Futter bestimmt. Des weiteren haben wir in einigen Fallen den 
C-Vitamingehalt frisch geschnittenen Futters, des nach der A. /. V.- 
Methode konservierten Futters und des zu Heu getrockneten Futters 
bestimmt. In den untenstehenden Tabellen bedeuten die angefiihrten, 
den C-Vitamingehalt angebenden Zahlen die zur Titration verbrauchten 
Anzahl Kubikzentimeter n/1000 2, 6-Dichlorphenol-indophenollésung. 

Versuch 1. Am 29. August 1932 wurden 11000 kg Timothe-Klee- 
nachwuchs nach der A. J. V.-Methode konserviert. Der C-Vitamingehalt 
des frisch geschnittenen und zu A. J. V.-Futter bereiteten Futters geht aus 


Tabelle I hervor. 


Tabelle I. 





Frisch A. I. V.-Futter 
geschnittenes 
Futter nach 2 Monaten nach 4 Monaten 
Pee See Pelle. «6s i ss es 25 16 12 
10g Trockensubstanz. . .. . 143 80 72 


Versuch 2. Am 22. September 1932 wurden 11000 kg Timothe-Klee- 
nachwuchs nach der A.J. V.-Methode konserviert. Der C-Vitamingehalt 
des frisch geschnittenen, des zu A.J. V.-Futter bereiteten und des_ bei 
Zimmertemperatur im Laboratorium getrockneten Futters geht aus der 
Tabelle IL hervor. 

Tabelle IT. 





Frisch A. I, V.-Futter Getrocknetes Futter 
—— nach nach nach nach nach 


1!),Monaten 3 Monaten 7 Tagen |17 Tagen 3 Monaten 


Pro 10g Futter . 30 14 12 _- — 
10 g Trocken- 
substanz .. . 150 70 62 8 4 4 


Versuch 3. Am 29. Juni 1932 wurden 25000 kg Timothe-Klee nach der 
A. I. V.-Methode konserviert. Ein anderer Teil des frischen Futters wurde 
in gewodhnlicher Weise im Freien auf Heinzen zu Heu getrocknet. Der 
C-Vitamingehalt ist aus der Tabelle [11 ersichtlich. 


1 Nach der Tillmansschen Titrationsmethode (aus der verbrauchten 
Menge n/1000 2, 6-Dichlorphenol-indophenollésung) berechnet. 
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Tabelle 111. 





Frisch A. I. V.-Futter Hen necl 

geschnittenes nach . M. ens ; 

Futter 5 Monaten ails tcl 
Pee 300 TOW ow 6k ce a ee 30 17 - 
» 10g Trockensubstanz..... 150 85 1 


Wie aus den obigen Versuchen hervorgeht, ist das C-Vitamin i) 
Futter, konserviert nach der A. /. V.-Methode, recht gut erhalten 
geblieben. Nach monatelanger Konservierung ist der C-Vitamingehalt 
des A. /. V.-Futters noch etwa 40 bis 60% von dem urspriinglichen 
Vitamingehalt des frisch geschnittenen Futters gewesen. In dem zu 
Heu getrockneten Futter ist dagegen das C-Vitamin schon nach einige: 
Wochen fast ganz und gar vernichtet worden. Durch Fiitterungsversuche 
wurde desgleichen festgestellt, daB die gréBtméglichen Heugaben dir 
Meerschweinchen nicht vor Skorbut zu schiitzen vermochten. 

In der Tabelle IV ist der C-Vitamingehalt verschiedener in det 
Praxis zu A.J. V.-Futter bereiteten Futter zusammengestellt. Die 
Bestimmungen wurden in der Zeit Februar—-Mai 1932 ausgefiihrt 
Das Futter war im Sommer 1931 eingelegt worden. 


Tabelle IV. 





C-Vitamin 








Anzahl 
Ne 
Konserviertes Futt der Kon- a — 10 ¢ Futte pro 10g 
‘ i s Futter servierung | Vo" ver- pro 10 g Futter Teocken- 
; ; schiedenen : 
in Monaten Giitern —| substanz 
Variationen im Mittel im Mitte! 
Timothe-Klee. . . . . .| 6—10 10 7—28 18 82 
Kleenachwuchs ..... | 5—8 18 7—23 16 70 
Hafer-Erbsengemisch . . 7— 9 12 4—15 8 37 
Futtermarkkohl . . . . . 4— 8 30 2—62 14 80 


Die Schwankungen im C-Vitamingehalt der verschiedenen Futter- 
proben beruhen teils auf Schwankungen in den urspriinglichen Futtern 
selbst, teils auf dem Abrinnen des PreBsaftes aus dem frisch eingelegten 
Futter und teils auch auf der Sorgfalt bei der Verpackung der dem 
Laboratorium zugeschickten Futterproben. Auf Grund der Mittelwerte 
kénnen wir feststellen, daB das aus Klee und Timotheklee bereitete 
A.J. V.-Futter etwa 70- bis 80mal mehr C-Vitamin enthalt als da~ 
entsprechende getrocknete Heu. 


Das Carotin. 


(Zusammen mit J. Tikka.) 


Das Carotin wurde nach Willstdtter bestimmt. In allen unter- 
suchten Proben von A. /. V.-Futter ist der Carotingehalt (berechnet 
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pro Trockensubstanz) mindestens gleich groB wie in dem urspriinglichen 
frisch geschnittenen Futter. Oft haben wir sogar mehr Carotin im 
nach der A. J. V.-Methode konservierten Futter als in dem Ausgangs- 
material gefunden. Worauf dies beruht, ist uns einstweilen unbekannt 
Ich fiihre hier folgende Beispiele iiber die Erhaltung des Carotins im 
A.J. V.-Futter an. 


Versuch 1. Dasselbe Futter wie bei dem vorangehenden Versuch 1. 


Tabelle V. 


Die Carotinmenge pro 10g Trockensubstanz. 





i J. V.-Futter 
Frisch geschnittenes Futter 
nach 2 Monaten nach 4 Monaten 


0,75 mg 10mg 12mg 
Versuch 2. Dasselbe Futter wie bei dem vorangehenden Versuch 2 


Tabelle VI. 


Die Carotinmenge pro 10 g Trockensubstanz. 





Frisch 1. J. V.-Futter Heu (im Laboratorium bei Zimmer 
geschnittenes i temperatur getrocknet) 
Futter sete Seals 2 rs ; 
nach 1! 5 Monaten nach 3 Monaten nach 2 Wochen nach 3 Monaten 
0,75 mg 1.0 m¢ 1,3 mg 0,75 mg 0,60 mg 


Versuch 3. Dasselbe Futter wie bei dem vorangehenden Versuch 3. 


Tabelle VII. 


Die Carotinmenge pro 10g Trockensubstanz. 





Frisch A. I. V.-Futter Heu 
geschnittenes Futter nach 5 Monaten nach 5 Monaten 
0,80 mg 0,90 mg 0,36 mg 


Aus den angefiihrten Beispielen geht deutlich hervor, daB die Er- 
haltung des Carotins im A. /. V.-Futter eine vollstandige gewesen ist. 
Futter, welches im Laboratorium getrocknet war, hat wihrend 3 Monaten 


20%, von seinem Carotingehalt verloren. Bei der praktischen Hev- 
bereitung ist der Carotingehalt betrachtlich mehr vermindert worden, 
indem das getrocknete Heu nach 5 Monaten nur 45°, Carotin des 
Ausgangsmaterials enthalt. 
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Zusammenfassung. 


Die Carotin- und C-Vitaminbestimmungen an dem 4A. /. V.-Futter 
haben gezeigt, 1. daB das Carotin quantitativ in diesem Futter er- 
halten bleibt. Merkwiirdigerweise hat in dem Futter nach mehr- 
monatlichem Aufbewahren sogar eine bedeutende Erhéhung des Caro- 
tins stattgefunden. In getrocknetem Heu verschwindet dagegen ein 
bedeutender Teil des Carotins: 2. daB der C-Vitamingehalt zwar herab- 
gesetzt wird, daB jedoch im Mittel etwa 50° von dem urspriinglichen 
C-Vitamin in dem Futter auch nach lingerer Aufbewahrung zu finden 
ist. Der C-Vitamingehalt des zu Heu getrockneten Futters ist nur 0 
bis 2°, von dem urspriinglichen. 
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Zur Kenntnis der Stoffwechselvorginge 
bei der Entwicklungserregung des Seeigeleies '. 


Von 
John Runnstrém. 


(Aus der Station Biologique in Roscoff und dem Zoot. Institut, Stockholm.) 


(Eingegangen am 4. Januar 1933.) 


I. Allgemeiner Teil. 


Die nach der Befruchtung beschleunigte Atmung ist nach Warburg 
den sichtbaren Veranderungen im Ei iibergeordnet. Wird den Eiern 
Sauerstoff entzogen, héren, wie Loeb gezeigt hat, Kern- und Zell- 
teilung auf; andererseits kann die Atmung nach Warburg auch bei 
durch Phenylurethan gehemmter Furchung normale GréBe haben. 
Es fragt sich indessen, ob auch die ersten Veranderungen bei der Be- 
fruchtung des Eies von der Atmung abhangig sind. Diese Veranderungen 
spielen sich vor allem in der Rinde des Eies ab. Ihr am leichtesten 
feststellbarer Ausdruck ist die Membranbildung. Die bei der Membran- 
bildung vor sich gehenden Verdinderungen sind besonders von Just 
analysiert worden. AR. S. Lillie, Just, Bataillon u.a. haben ge- 
zeigt, daB die Membranbildung auch in KCN-haltigem Seewasser 
stattfinden kann. Dies spricht dafiir, daB die kortikalen Veranderungen 
von der Atmung weitgehend unabhangig sind. Bewiesen ist allerdings 
dieser Satz mit den angefiihrten Beobachtungen nicht. Herr Orstrém aus 
dem hiesigem Institut hat die Atmung bei der Befruchtung des Kies vom 
Paracentrotus lividus in KCN-haltigem Medium gemessen und dabei 
eine nur geringe Erhéhung der Atmung bei der regelmaBig eintretenden 
Entwicklungserregung gefunden. Ich bin dann? einen Schritt weiter 
gegangen und habe zeigen kénnen, das die Befruchtung des Eies von 
Paracentrotus auch in einer Atmosphire von iiber Kupfer und durch 
Pyrogallol gereinigtem Stickstoff vor sich gehen kann. Vor der Mit- 


! Diese Arbeit ist mit Unterstiitzung der Stiftung .,Therese och 
Johan Anderssons Minne“ in den Jahren 1930— 1932 ausgefiihrt worden. 
Die Fragestellung geht auf die Arbeit des Verfassers Protoplasma 10, 
106, 1930 zuriick. Vgl. dort die Adltere Literatur. Bei der Durch- 
fiihrung der experimentellen Arbeit hat meine Frau auf eifrigste Weise 
teilgenommen. 

2 J. Runnstrém, Arkiv f. zoologi (Stockholm) (B) 20, Nr. 8, 1930. 
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teilung meiner Befunde erschien eine Arbeit von EF. B. Harwey}, die 
dieselbe Feststellung fiir das Ei von Arbacia brachte; Barron? hat 
diese Ergebnisse erweitert. 

Meine Versuche iiber anaerobe Befruchtung wurden in den koni- 
schen AtmungsgefaBen der Apparate nach Barcroft-Warburg vor- 
genommen. Ks stellte sich nun heraus, dab, wenn die Befruchtung ein- 
tritt, ein positiver Druck am Manometer festgestellt werden kann 
(Abschnitt IIc). Die wahrscheinlichste Deutung dieser Verhaltnisse 
ist die, daB bei der Befruchtung Spaltungsvorginge stattfinden, die zur 
Entstehung saurer Produkte fiihren. Weiter scheint es wahrscheinlich, 
daB die betreffenden Spaltungsvorgange mit den kortikalen Ver- 
anderungen bei der Entwicklungserregung kausal verkniipft sind. In 
weiteren Versuchen mit der manometrischen Methode hat es sich 
herausgestellt, daB auch aerob eine Saurebildung bei der Befruchtung 
vor sich geht (Abschnitt Ifd). Hier ist es auch streng bewiesen worden, 
daB es sich um die Bildung saurer Produkte handelt. Es ware von be- 
deutendem Interesse, die quantitativen Beziehungen zwischen der 
Saurebildung bei der aeroben und der anaeroben Befruchtung kennen- 
zulernen. Infolge der Ungunst des Objektes (Abschnitt IIc) ist dies 
nicht exakt méglich. Indessen findet man bei der Behandlung der Eier 
mit hypertonischen Lésungen Verhaltnisse, die den bei der Befruchtung 
herrschenden analog sind (Abschnitt IIf). Aus dem Seitenanhang 
des AtmungsgefaBes wird in den Hypertonieversuchen eine NaCl- 
Lésung in eine Suspension von unbefruchteten Eiern eingekippt. Auch 
hier tritt eine Saiurebildung ein, die anaerob starker als aerob ist. Der 
sogenannte Meyerhof- Quotient, 


anaerobe Saurebildung — aerobe Saurebildung 


O,-Verbrauch 


(Warburg) konnte hier bestimmt werden. Die Werte wechseln in ver- 
schiedenen Versuchen. In einem unten mitgeteilten Versuch (Ab- 
schnitt IIf) wurde der Wert 6 fiir die erste Viertelstunde nach dem 
Einkippen der NaCl-Lésung gefunden. Dann sinkt aber der Meyerhoj- 
quotient auf 0. 

Aus den Beobachtungen an Eiern in hypertonischer Lésung geht 
hervor, da8 die Saurebildung durch die Atmung zuriickgedrangt 
werden kann. Es ist daher sehr wahrscheinlich, daB auch im Seeigelei 
eine ,,Pasteursche Reaktion (Warburg) vorliegt. Es liegt mit anderen 
Worten normal eine Koppelung zwischen Atmung und synthetischen 
Vorgingen vor, die die sauren Spaltungsprodukte zum Verschwinden 
bringen. Diese Auffassung wird durch Versuche gestiitzt, in denen die 


1 E. B. Harwey, Biol. Bull. 58, 288, 1930. 
2 E. 8S. G. Barron, ebenda 62, 46, 1932. 


die 


hat 


coni- 
vor- 
ein- 
cann 
nisse 
> Zur 
lich, 
Ver- 
In 
sich 
ung 
den, 
be- 
der 
nen- 
dies 
Kier 
ung 
ang 
LCl- 
uch 
Der 


rer- 
Ab- 
lem 
10}- 


eht 
ngt 
lei 
ren 
en 
len 
die 








Stoffwechselvorgange bei Entwicklung des Seeigeleies. 259 


Kier mit p-Phenylendiamin oder erhéhter Temperatur  behandelt 
werden. Uber diese Versuche ist friiher berichtet worden!. Unbefruchtete 
und befruchtete Eier in Paraphenylendiamin kénnen z. B. gleich starke 
Atmung zeigen. Bei den unbefruchteten Eiern liegt eine aerobe Saure- 
bildung vor, bei den befruchteten Eiern ist dies im allgemeinen nicht 
der Fall. Diese Sachlage 14Bt sich nur unter der Annahme erklaren, 
daB bei den befruchteten Eiern eine Koppelung zwischen Atmung 
und synthetischen Vorgangen vorliegt, bei den unbefruchteten dagegen 
nicht. Der endgiiltige Beweis fiir die hier gegebene Erklarung des Ver- 
schwindens der Saure unter dem EinfluB der Atmung wird erst durch 
die chemische Aufklarung der Vorgainge gegeben werden kénnen. 

Die Saurebildung tritt ein, wenn die Eier von einem Reiz getroffen 
werden. Auch die befruchteten Eier reagieren durch die Behandlung 
mit einer starken hypertonischen Lésung durch eine Saurebildung, 
wie von Orstrém naher beschrieben werden soll. Wenn die Eier nicht 
geschidigt worden sind, hért die aerobe Saurebildung auf. Unter an- 
aeroben Verhaltnissen sinkt die Saurebildung auf einen niedrigen 
Betrag. 

In den Hypertonieversuchen wird die molare Konzentration des 
Mediums meistens um etwa 170°, erhéht. Die Konzentration wird so 
etwas héher als diejenige, die Bataillon? in seinen Versuchen iiber 
Parthenogenese benutzt. In der hypertonischen Lésung tritt bisweilen eine 
Membranbildung ein. Diese kann auch anaerob stattfinden. Man be- 
obachtet aber oft in diesen Versuchen, daB die Membran bei derselben 
hypertonischen Lésung und demselben Eimaterial nur aerob, aber nicht 
anaerob gebildet wird. Die Cytolyse tritt auch unter anaeroben Ver- 
haltnissen friiher ein als unter aeroben (Abschnitt If). Orstréim? hat 
iiber Versuche berichtet, in denen wie in Versuchen Bataillons KCN 
zu dem hypertonischen Medium gesetzt worden ist. Hier tritt die 
Membranbildung regelmaBig zu 100%, ein, wenn die KCN-Lésung 
nicht neutralisiert worden ist. Die Cytolyse tritt viel langsamer bei 
befruchteten als bei unbefruchteten Eiern in hypertonischer Loésung 
ein. Die Saurebildung tritt nach Orstrém auch bei den Eiern in hyper- 
tonischer Lésung mit KCN ein. 

Eine starke Saurebildung scheint die Cytolyse zu beschleunigen 
und die Membranbildung zu hemmen. Die Membranbildung tritt 
eher ein bei maBiger Siurebildung und, wie aus Orstréms Beobachtungen 
hervorgeht, bei alkalischer Reaktion des Mediums. 

Wenn die molare Konzentration der hypertonischen Losung nur 
etwa doppelt so groB ist wie die des Seewassers, ist die Saurebildung 


' J. Runnstrém, Protoplasma 15, 532, 1932. 
2 E. Batailion, Arch. f. Entw.-Mech. 115, 707, 1929. 
3 4. Orstrém, Arkiv f. zoologi (Stockholm) (B) 24, Nr. 7, 1932. 


* 





; 
: 
; 
} 





260 J. Runnstrém: 


schwacher, eine Membranbildung tritt selten ein. Dagegen ist die 
Atmung etwa von derselben GréBe wie nach der Befruchtung (Ab- 
schnitt I[g). Werden solche Eier in normales Seewasser zuriickgebracht, 
kénnen sie befruchtet werden und zeigen normale Entwicklung. Es 
geht daraus wie aus den Versuchen mit Paraphenylendiamin hervor. 
da8B eine Erhéhung der Atmung nicht geniigt, um eine Entwicklungs- 
erregung des unbefruchteten Eies herbeizufiihren. Nach allem zu 
urteilen, sind gewisse Spaltungen wichtiger fiir die Entwicklungs- 
erregung. Eine AuBerung der Spaltungsvorginge ist die manometrisch 
quantitativ faBbare Saurebildung. Es scheint nach den vorliegenden 
Tatsachen wahrscheinlich, daB die Spaltungsvorginge den kortikalen 
Veranderungen tibergeordnet sind. Nun kennen wir aber Verhaltnisse 
- bei Eiern in schwacher hypertonischer Lésung und in Paraphenylen- 
diamin -——-, unter denen auch die Saurebildung verstarkt ist und doch 
keine Entwicklungserregung stattfindet. Es handelt sich dabei um 
eine gleichmaBige, nicht besonders starke Saurebildung. Man kann 
sich vorstellen, daB nur plétzlich einsetzende verhaltnismaBig starke 
Spaltungsvorginge entwicklungserregend wirken. Andererseits stért 
eine allzu starke Saurebildung die Struktur des Eies. Diese Stérung 
kann bis zur Cytolyse gehen. Die Saurebildung hat einen verdichtenden 
EinfluB auf die Plasmakolloide. Die einsetzende Atmung wirkt dieser 
Verdichtung entgegen. Nach anaerober Befruchtung kénnen diese 
Verhaltnisse, die von Orstrém naher beschrieben werden sollen, schén 
demonstriert werden. Angesichts dieser Feststellungen versteht man 
wohl, daB bei den Methoden der Parthenogenese ziemlich eng ab- 
gegrenzte Optima der Konzentration der Stoffe und der Behandlungs- 
dauer existieren miissen. Die Spaltungsvorgange werden durch die 
verschiedensten Eingriffe, Hypertonie, Hypotonie, Erwarmung, Be- 
handlung mit Fettsiuren, angeregt. Diese Tatsache macht die Un- 
spezifitat der Mittel der kiinstlichen Parthenogenese verstandlicher'’. 
Die Erforschung der chemischen Natur der bei der Entwicklungs- 
erregung eintretenden Spaltungsvorgange ist in Angriff genommen, 
aber bisher nicht weit fortgeschritten. Perlzweig und Barron? haben 
nachgewiesen, daB Milchsaure in dem Seeigelei (Arbacia) vorhanden ist. 
Rapkine* hat Milchsaiure in dem Ei von Paracentrotus gefunden. Aus 
den Angaben von Perlzweig und Barron geht hervor, daB der Milchsaure- 
gehalt nach der Befruchtung etwa derselbe wie in dem unbefruchteten 
Ei ist. Im Laufe der ersten Teilungen steigt indessen der Milch- 
siuregehalt langsam. Ich habe eine Anzahl von Analysen an Eiern 
vor und kurz nach der Befruchtung angestellt. Die Ergebnisse werden 


1 Vel. auch J. Runnstrém, Protoplasma 15, 448, 1932. 
2 W. Perlzweig u. G. Barron, J. of biol. Chem. 79, 19. 1928. 
3 L. Rapkine, Ann. de Physiol. 7, 1931. 
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in einer folgenden Mitteilung ausfiihrlicher geschildert werden. Soviel 
scheint aus diesen Analysen hervorzugehen, daB der Gehalt an Milch- 
siure (1.4 mg pro 1 g Trockensubstanz) bei der Befruchtung nicht ver- 
andert wird, oder die Veranderung ist so gering, daB dieselbe keineswegs 
der manometrisch nachgewiesenen Saurebildung entspricht. Es ist 
wohl kaum wahrscheinlich, daB eine traumatische Milchsadurebildung 
bei der Fixierung der unbefruchteten Eier in vivo vorhandene Unter- 
schiede verwischen wiirde. 

Die starke Saurebildung in hypertonischer Lésung unter anaeroben 
Verhaltnissen wird durch n/200_ neutralisierte Monojodessigsiure 
nicht gehemmt. Da nach den Untersuchungen Lundsgaards! die Mono- 
jodessigsaure die Milchsaurebildung hemmt, spricht auch diese Tatsache 
méglicherweise gegen eine ausschlaggebende Bedeutung der Milchsaure 
bei der Saurebildung im Seeigelei (Abschnitt I[h). Ich konnte auch 
keine wesentliche Atmungserhéhung bei befruchteten Eiern nach Zusatz 
von Milchséiure zu dem Seewasser beobachten (Abschnitt I1j). Ebenso 
erhéht ein Zusatz von neutralisierter Milchsiure die Atmung von in 
destilliertem Wasser zersprengten unbefruchteten Eiern nicht oder 
wenig (Abschnitt IIj). Zusammen mit Methylenblau bilden solche Eier 
ein System, das Sauerstoff verbraucht und auch Kohlensaéure bildet. 
Die Atmung des Systems wird vor allem durch Zusatz von Hexose- 
monophosphorséure verstarkt. Diese Atmung ist nicht oder sehr wenig 
hemmbar durch KCN. Die Atmung geht auch ohne Methylenblau 
vor sich, wird aber nach Zusatz von diesem Farbstoff noch starker 
(Abschnitt IIj). In allem zeigen die zersprengten Eier eine groBe Ahn- 
lichkeit mit dem von Warburg und Christian? studierten System Hexose- 
monophosphorsaure in Ferment-Co-Fermentlésungen aus roten Blut- 
kérperchen. Auch das Verhalten des respiratorischen Quotienten ist 
aihnlich, indem zwar Kohlensaure gebildet wird, aber zu wenig im Ver- 
haltnis zu dem verbrauchten Sauerstoff. In einigen unten nicht weiter 
angefiihrten Versuchen wurde RQ = 0,5 bis 0,6 gefunden. 


Die zersprengten Eier reduzieren Methylenblau bei Anwesenheit 
von Hexosemono- und auch von Hexosediphosphorsiure sehr schnell. 
SchlieBlich findet man, daB die zersprengten Eier nach in einer folgenden 
Mitteilung zu schildernden Versuchen Phosphorsaéure aus der Hexose- 
monophosphorsaéure abspalten. Es ist in Zusammenhang damit von 
Interesse, daB Co-Zymase in dem Kochextrakt der Eier nach- 
gewiesen werden kann (AbschnittIITk). Der Gehalt an Co-Zymase 
ist bei unbefruchteten und befruchteten Eiern gleich. Man findet 
bei den zersprengten Eiern eine bedeutende Erhéhung des Gehalts 


' E. Lundsgaard, diese Zeitschr. 217, 162, 1930. 
2 O. Warburg u. W. Christian, ebenda 242, 206, 1932. 
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an Orthophosphat im Verhaltnis zur Kontrolle (von 50 bis 75 % des 
totalen saureléslichen Phosphors) auch ohne Zusatz von Hexosemono- 
phosphorsaure. 

Bei den zersprengten Eiern verschwindet die ,,Pyrophosphat- 
fraktion’’ mehr oder weniger vollstandig. Zusatz von Hexosemono- 
phosphorsiure hat aber die Wirkung, daB8 die Pyrophosphatfraktion 
erhalten bleibt und sogar starker wird als in der Kontrolle. 

Bei der Behandlung der Eier mit einer hypertonischen Lésung 
unter anaeroben Verhialtnissen beobachtet man ebenfalls eine, wenn 
auch quantitativ nicht so ausgesprochene Erhéhung (etwa 10°) 
der Orthophosphat- und Herabsetzung der Pyrophosphatfraktion. 

Bei der normalen aeroben Befruchtung ist der Orthophosphat- 
gehalt dagegen nicht erhéht. Dies braucht ja nicht zu bedeuten, dal 
kein Orthophosphat abgespalten wird. Es ist méglich, daB eine Ab- 
spaltung vorkommt, da aber unmittelbar wieder eine Bindung erfolgt. 

Bei den zersprengten Eiern in hypotonischem Medium ist die Saure- 
bildung in Anwesenheit von Hexosemonophosphorsiure verstarkt. 
(Abschnitt IT i.) Verschiedene Tatsachen sprechen folglich dafiir, dai 
die Hexosemonophosphorsiure eine wichtige Rolle in dem Stoffwechsel 
des Seeigeleies spielt. 


II. Experimenteller Teil. 


a) Methoden, Bezeichnungen. 


In dieser Untersuchung kam vor allem die manometrische Methods 
nach Barcroft-Warburg zur Verwendung. Es wurden konische GefaBe von 
dem gewohnlichen Typus mit Einsatz und Anhang benutzt. Bei der Be 
schreibung der Versuche findet man Angaben iiber den Inhalt des Haupt- 
raums, des Einsatzes und des Anhangs der AtmungsgefiBe. Fiir einige 
Zwecke wurden spezielle Typen der konischen GefiBe gebraucht. Man 
findet bei der Beschreibung der betreffenden Versuche eine kurze Erwaihnung 
dieser Typen. Mit Hilfe dieser wurden Sauerstoffverbrauch und Bildung 
von Kohlenséure und fixer Saure im Ei bestimmt. Bei den beiden letzt- 
genannten Bestimmungen ist es von Gewicht, die Retention zu kennen 
Die bei der Atmung gebildete Kohlensaure bleibt zum Teil frei, zum Teil 
wird dieselbe chemisch gebunden. Der letztgenannte Anteil wird durch 
Einkippen von 3 n Schwefel- oder Milchséure in die Eiersuspension bei det 
Zeit 0 und ¢t bestimmt. Die gebundene Kohlenséure wird unten mit / 
bezeichnet. Die Differenz zwischen dem Wert fiir die Zeit t und demjenigen 
fiir die Zeit 0 wird unten 4B genannt. Dieselbe gibt an, wieviel Kohlen- 
siure wahrend des Versuchs gebunden worden ist. Dieser Wert muB im 
Atmungsversuch zu dem fiir die freie Kohlensaure, Xco,. gefundenen Wert 
gesetzt werden. Diese wird nach Warburg aus der Formel: 
ge Xo. ll fn 


X : 
““C Oe rll CO, 
Ko, 


berechnet. Xo,, die verbrauchte Menge von O,, wird in dem mit KOH 
im Einsatz beschickten Apparat I bestimmt; /!! ist der im Apparat I! 
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auftretende Druck; Koo, ist die GefaBkonstante fiir Kohlensaure, ki 
diejenige fiir Sauerstoff in diesem Apparat. Bei der Berechnung von Keo, 
wurde beriicksichtigt, daB der Absorptionskoeffizient «in Seewasser niedriger 
als in destilliertem Wasser ist. Fiir die drei in Frage kommenden Tempe- 
raturen 19, 20 bzw. 21° sind die folgenden «-Werte benutzt worden: 0,802, 
0.778 und 0,754. 

Ist AB negativ. d.h. nimmt im Laufe der Messung die Menge an 
vebundener Kohiensaéure ab, mu, eine stdrkere fixe Sdure gebildet worden 
sein. Diese treibt die Kohlensaure aus ihrer chemischen Bindung heraus. 
Ich habe anderswo ausgefiihrt', wie man die Saurebildung berechnen kann. 
wenn man von der Voraussetzung ausgeht, daB die Retention in der Nee- 
wassersuspension von dem Gehalt an CO! abhangt. Wie damals hervor- 
vehoben, gilt diese Voraussetzung nicht streng, weil auch andere lonen 
im Ei retinierend wirken. Ist das py der Eiersuspension am Beginn des 
Versuchs (¢ 0) bekannt, kennt man den Quotienten HCO) CO). Man 
kann nun HCO) und CO! berechnen, da man die gebundene Kohlensaure 
B, HCO, + CO bei der Zeit t 0 kennt. Nach der Zeit ¢ ist eine 
gewisse Menge freier Kohlenséure gebildet worden. Man kann nun den 
Dissoziationsrest @ nach der Zeit ¢ berechnen, da man neben der gelésten 
Kohlensiure auch BB; HCO, + CO", die gebundene Kohlensiure bei 
der Zeit t kennt. Kennt man 9g, ist py und folglich der Quotient HCO, CO! 
bekannt. Bei Kenntnis von B; kann man nun HCO! und CO) bei der 
Zeit t berechnen. Man kennt so die Verinderung von CO! und von HCO! 
im Laufe des Versuchs (Zeit t) — ¢t). Bei der Atmung verschwindet CO) 
infolge der Bildung von Kohlensaure. Diese reagiert mit CO!’ nach der 
Gleichung: 

COY + H,CO, = 2HCO). (a) 


Erscheint eine geringere Menge von HCO! im Laufe des Versuchs, als 
dem Verschwinden von CQ!) nach der Gleichung (a) entspricht, mu 
auf eine Bildung fixer Saéure geschlossen werden. Es liegt eine Saure- 
retention vor, die von dem Vermégen der Carbonationen, die fixe Saure 
nach der Formel: 

CO! + AS = 8S’ + HCO}. (b) 


zu binden, abhangt. HS bedeutet hier die fixe Saure. 

Bei der Reaktion nach der Gleichung (b) erscheint nur halb so viel 
HCO) wie nach der Gleichung (a). 

Wenn die Saurebildung wachst, sinkt 4A gegen 0 und wird schlieBlich 
negativ. 

Auf die angegebene Weise wurde die Saéurebildung bei unbefruchteten 


Kiern in Seewasser mit Dimethyl-p-phenylendiamin —berechnet. Im 
folgenden handelt es sich um eine starkere Saéurebildung als in den an- 
gefiihrten Versuchen. A/# ist im allgemeinen negativ, wenn Bildung fixer 


Saure vorliegt. Warburg, Kubowitz und Christian? haben neuerdings eine 
Methode beschrieben, um die Saureretention experimentell, ohne umstéand 
liche Rechnung, zu bestimmen. Fiir die Falle, in denen 4 FP negativ ist, 
kann diese Methode auch fiir eine Eiersuspension in Seewasser verwendet 
werden. Wird eine gewisse Menge fixer Saure X, im Ei gebildet. treibt 
diese eine gewisse Menge Kohlensaure aus dem Bicarbonat der Eiersuspension 


! J. Runnstrém, Protoplasma 15, 532. 1932. 
20. Warburg, F. Kubowitzu. W. Christian, diese Zeitschr. 242, 170, 1931. 
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aus. Eine gewisse Menge der Saure HS reagiert aber mit retinierenden 
Verbindungen MR unter der Bildung von MS und HR. Man erhalt folglich : 


X, = h. Koo, + HR. 


Zur Bestimmung der Retention habe ich mit Warburg, Kubowitz und 
Christian Milchséiure benutzt. Schwefelsiure kam auch zur Verwendung. 
Man bestimmt den Gehalt einer gewissen Menge, z. B. 0,3. cem Milchsaéure, 
indem man dieselbe aus dem Anhang in den Hauptraum des Atmungs- 
gefaBes kippt, der eine frisch bereitete Lésung von NaHCO, enthalt. Die 
Milchséure entspreche @cmm Kohlenséure. Dieselbe Menge Milchséure 
wird in einem zweiten Apparat in die Eiersuspension eingekippt. Man 
erhalt nun nmcmm Kohlenséure (n < a). Es ist nun 


-_ . 
— tihg hKeo, 
und folglich : 
> a » 
Xx, yh Keo, (2) 


Wenn die Saurebildung durch Bestimmung der Abnahme des_ Bi- 
carbonatgehalts bestimmt wird, erhalt man die Gleichung: 
r a 2 
XxX, Yi, a JIB). (3) 
Der Retentionsfaktor a/n wird unten mit R bezeichnet. 

In zahlreichen Versuchen wurden die Eier innerhalb der schon ein- 
gehingten ManometergefaBe befruchtet. Dies geschieht, indem eine ge- 
wisse Menge (gewohnlich 0,3 cem) einer Spermiensuspension aus dem Seiten- 
angang des konischen AtmungsgefaiBes in die Eiersuspension des Haupt - 
raums (1,5 2ccm) eingekippt wird. Auf dieselbe Weise geschieht die 
Mischung mit einer starken NaCl-Lésung. So kann der Stoffwechsel bei 
der Befruchtung oder bei der Behandlung mit einer hypertonischen Lésung 
vom Anfang an studiert werden. Bei der Mischung der Spermiensuspension 
bzw. der NaCl-Lésung mit der Eiersuspension werden die Apparate auf 
iibliche Weise kurz aus dem Wasserbad herausgenommen. Dies geschieht 
nach einer ersten Ablesung. Es soll ausdriicklich betont werden, daB immer 
in einem Apparat Spermien bzw. NaCl-Lésung in reines Seewasser ein- 
gekippt wurden. Wenn in diesem Apparat Drucke entstehen, werden die 
Ablesungen in den Apparaten mit Eiersuspension in Ubereinstimmung 
damit korrigiert. Diese MaBnahme ist unbedingt notwendig. Die be- 
treffenden Zahlenangaben, die man unten findet, sind auf diese Weise 
korrigiert. Auch andere Kontrollen wurden angestellt. So wurden z. B. 
Spermien in eine Suspension befruchteter Eier eingekippt, wobei konstatiert 
wurde, daB nicht dieselben Erscheinungen eintreten wie bei Einkippen der 
Spermien in unbefruchtete Eier. 

Die Starke der Suspensionen ist wie friiher volumetrisch nach Zentri- 
fugieren in Hamatokritréhren bestimmt worden. Es ist dabei eine Kor- 
rektion nach Teissier! fiir das interstitielle Wasser gemacht worden. Unten 
wird die Starke der Suspension in 

Volum der Eier ohne interstielles Wasser 


Volum-®/, = — - 100 


Volum der Suspension 
angegeben. 


1 G. Teissier, Arch. de zool. Exp. et Gen. 69, 137, 1929. 
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Die manometrischen Versuche wurden bei einer Temperatur von 
etwa 20° ausgefiihrt. 


b) Retentionsbestimmungen bei der Befruchtung. 

Versuch 6. Juli 1932. Eiersuspension 5,3°,. GefaiBe mit zwei Seiten- 
anhaingen. Hauptraum: 2cem Eiersuspension. Seitenanhang 1: 0.3 cem 
Spermasuspension. Seitenanhang 2: 0.3ccem H,SO, 58 ¢mm. 

Bei der Zeit 0 wird die Spermasuspension in samtlichen GefaBen in 
den Hauptraum eingekippt. Die Schwefelséure wird nach verschiedenen 
Zeiten, die unten angegeben werden, in den Hauptraum eingekippt. 





Zeit des Einkippens 


der Schwefelsaure > 4 Retentionsfakto 
aaah Gut Betruchtang h Keo, Xco ; mee ee 
Min. 
‘ x 8] ‘ 58 
0 24.5 .1.68 41,2 412 1.4 
58 
10 22 . 1,68 37 nm 1.56 
37 
9 YAS 7 : 58 
20 24.5. 1,68 41,3 413 1.4 
58 
30 21 .1,68 35, = 6 
1 1,6 4 354 1,64 
58 
50 23,5. 1,6 39,5 = 47 
) 3.5. 1,68 39,5 39.5 1,47 
58 
60 27 .1,67 45 = (1,29 
45 
Mittel: 1,46 


Moglicherweise liegt eine gewisse Verainderung des Retentionsfaktors 
im Laufe des Teilungszyklus vor. Ich sehe davon ab und betrachte das 
Mittel aus den Bestimmungen als den Retentionsfaktor. Das Mittel fiir R 
aus diesem und sieben anderen Versuchen ist 1,47. In den meisten Versuchen 
wurde Milchséure bei der Retentionsbestimmung benutzt. 


c) Die Sdurebildung bei anaerober Befruchtung. 


Der Versuch mit anaerober Befruchtung gelingt selten wegen der oft 
eintretenden Bewegungshemmung der Spermien, nach einem Aufenthalt 
von 10 bis 15 Minuten in Stickstoff. Wenn eine Befruchtung eintritt, 
wird aber immer ein positiver Druck beobachtet. Umgekehrt, wenn bei 
diesen Versuchen kein meBbarer positiver Druck entsteht, ist die Be- 
fruchtung ausgeblieben. Es ist manchmal nach Abschluf des Versuchs 
schwer, den Prozentgehalt von Eiern festzustellen, bei denen die Befruchtung 
gelungen ist. Deshalb wird diesen Versuchen eine mehr qualitative als 
quantitative Bedeutung beigemessen. 


Versuch 2. September 1930. Suspension 4,4°,. Hauptraum: 2 cem 
Suspension unbefruchteter Eier. Anhang: 0,3cem Spermien. In dem 
Gasraum gereinigter Stickstoff. Keo, == 1,7. 
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Zeit F 

nach dem Einkippen Xcu, 

der Spermien h ° 

Min. mm emm 

O0—15 +75 + 13 
15—30 +1 bo eT 
30—45 +05 + 0,8 
45—60 1,5 + 2,5 


Die Werte von Xco, sollen mit dem Retentionsfaktor 1,4 multipliziert 
werden. Die Saurebildung ist somit wahrend der ersten Viertelstunde 
13. 1,4 = 18, 2emm pro 0,087 cem Eier gewesen, d. h. 21 emm pro 0,1 cem 
Kier. Die Eier zeigten 100°, Membranbildung, aber vollstandige Hemmung 
der Entwicklung. 


d) Die Sdéurebildung bei aerober Befruchtung. 

Es sind mehr als 50 vollstandige Versuchsreihen tiber die aerobe Saure- 
bildung bei der Befruchtung ausgefiihrt worden. Jede Versuchsreihe 
umfaBt immer eine Anzahl von Parallelbestimmungen. Die Anzahl der 
Einzelversuche belauft sich dadurch auf mehr als 300. Eine so groBe Anzahl 
von Beobachtungen war wiinschenswert, weil die zu beschreibende Er- 
scheinung eine quantitativ nicht sehr auffallende ist. Die Versuche haben 
gezeigt, daB es sich um eine konstante Erscheinung handelt. Die Seiten- 
anhange der AtmungsgefaBe werden mit Spermien beschickt. In den Einsatz 
bringt man KOH oder H,SO, oder nur Seewasser, oder schlieBlich der 
Einsatz kann leer bleiben. Der Einsatz ist im einer Anzahl von Apparaten 
durch eine Scheidewand geteilt. Durch diese wird die Gefahr vermindert, 
daB die Kalilauge oder Schwefelséiure mit den Spermien in die Zellsuspension 
eingekippt wird. Die Befruchtung innerhalb des Apparates geschieht, 
indem man nach einer ersten Ablesung den Apparat aus dem Thermostaten 
herausnimmt und die Spermien in die Eiersuspension hineinkippt. Das 
Verhalten der Manometersaule wird fortwahrend verfolgt. Nach 10 Minuten 
wird die erste Ablesung gemacht. Nach weiteren 10 Minuten erfolgt eine 
zweite Ablesung usw. 

Ein typischer Versuch wird hier mitgeteilt. 

Versuch 9. Juli 1931. Suspension 5,9°,. Hauptraum: 2ccm Eier- 
suspension. Hinsatz: Apparat a und b 0,5cem n KOH, Apparat ce und d 
0,5 ccm Seewasser. Bei der Zeit 0 werden die Spermien in die Eiersuspension 
eingekippt. 





Apparat ... a b € d 
05: 1,17 1,17 

oP 1,43 141 
0—10 Min. — 5mm — 4mm +5 mm +6mm 
10—20 , =a A —6, —1,5, —2, 

20—30 , — 8, — 8 , —385, —4, 

30—45—, —1l1, — 105, —5 , —5, 


In den beiden Manometern a und b hat man einen negativen Druck, 
der den Sauerstoffverbrauch angibt. In den Manometern ¢ und d ist der 
Druck bei der ersten Ablesung positiv. Man hat hier die Summe aus Sauer- 





ert 
ide 
cm 
ing 


re- 
ihe 
ler 
ah] 
or- 
en 
n- 
itz 
ler 
en 
rt, 
on 


en 
as 
en 











Stoffwechselvorginge bei Entwicklung des Seeigeleies. 267 


stoffverbrauch und Kohlenséurebildung. Bei der zweiten Ablesung ist 
der Druck negativ. Die starke Kohlenséurebildung hat abgenommen. 
Noch geringer ist die Kohlenséurebildung in dem folgenden Interval]. In 
der nachstfolgenden Periode der Zellteilung (30 bis 45 Minuten) ist die 
Kohlenséurebildung etwa von derselben GréBe wie in dem vorangehenden 
10-Minuten-Intervall. Die Kohlenséurebildung hat unmittelbar nach der 
Befruchtung ein Maximum, sinkt dann ab und erreicht etwa 20 bis 
30 Minuten nach der Befruchtung einen konstanten Wert. Das Ansteigen 
der Manometersaule in Apparaten ohne KOH dauert im allgemeinen bis 
10 bis 15 Minuten nach der Befruchtung, dann steht die Saule einige Minuten 
still. SchlieBlich ,,wendet‘‘ die Saéule und fangt nun an zu sinken. Der 
Zeitpunkt, an dem die Saule wendet, variiert etwas in verschiedenen Ver- 
suchen. Aus den obenstehenden Zahlenangaben werden Sauerstoffverbrauch 
und Kohlenséurebildung fiir die angegebenen Zeitintervalle nach 
Gleichung (1) berechnet. 





; 7 
0—10 Min... . — +142 2,37 
See a tf + 7,46 0,92 
cS ae — + 0.64 
ee ae — 12.8 + 58 0.45 


In der letzten Reihe sind die Werte des Quotienten Xoo, Xo, be- 
rechnet worden. Dieser sinkt im Laufe des Versuchs ab, bis derselbe etwa 
den Wert 0,5 erreicht. Dieser Quotient ist nicht dem respiratorischen 
Quotienten gleichzusetzen. Um diesen zu berechnen, miissen verschiedene 
Korrektionen angebracht werden. Der 10-Minuten-Wert ist zu hoch, der 
Wert nach 30 bis 45 Minuten zu niedrig. Der wirkliche RQ liegt nach 
Angaben von Warburg, Runnstrém und Ephrussi' etwa bei 0.9. Der 10 bis 
20-Minuten-Wert entspricht etwa dem RQ. Fiir die spiteren Ablesungen 
wird der Wert infolge der retinierenden Wirkung der Eiersuspension aut 
Kohlensaure zu niedrig. Bestimmt man auBerdem die waihrend des Versuchs 
gebundene Kohlenséure AB, erhalt man den wahren RQ, der um 0,9 liegt. 
Wahrend der ersten 15 bis 20 Minuten ist AB negativ, d. h. die gebundene 
Kohlenséure nimmt wahrend dieser Zeit ab. Dies beweist, daf die starke 
Bildung freier Kohlenséiure nach der Befruchtung nicht einem hohen Wert 
von RQ entspricht. Eine Abnahme der gebundenen Kohlensiéiure kann 
nur eintreten, wenn eine stiarkere fixe Saure entsteht. Es ist somit bewiesen, 
dap die Befruchtung mit einer Sdurebildung im Ei einhergeht. 

Es sind 30 Versuche, die oft doppelte oder mehrfache Bestimmunyen 
umfassen, ausgefiihrt worden, um AB nach der Befruchtung zu bestimmen. 
Die Bestimmung von AB ist die beste Methode, um die Saéurebildung zu 
messen. Dabei mu8 man sich erinnern, daB die Eiersuspension eine séure- 
retinierende Wirkung hat, diese ist oben annihernd bestimmt worden. 


Versuch 17. Juli 1931. Ejiersuspension 8,1°,. Hauptraum: 1,5 ¢em 
Eiersuspension. Einsatz: 0,8cem 3n H,SO,. Anhang: 0,3 cem Sperma- 


1 Vel. J. Runnstrém, Protoplasma 15, 532, 1932; B. Ephrussi, Arch. 
de Biol. 44, 1933. 
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suspension. Die Spermasuspension wird in sémtlichen GefaéBen zur Zeit 0 


in den Hauptraum eingekippt. 





eae ve h. Keo, B Mittel 

| 65.5. 1,17 77 ecmm } 

0 Min. -- - - 65 .1,17 76,5 ., \ 76,5 emm 
| 65 . 1.17 75.8 | | 
55 .1,18 65 . 

10, 53,5. 1,17 62,8 - 64, 
| 56.114 64,2 . | 

9 > oka 59 .1,14 67,2 , | ' 

20 \| 53,5. 1.28 68°5 ; * » 

° { 58 .1,22 68,5 , | , 

30, i] 61 21.19 67 Fs 


AB, die Abnahme der Menge an gebundener Kohlenséure zwischen 
der Zeit 0 und 10 Minuten, ist —12.5cmm. Zur Berechnung der Saure- 
bildung ist nach Gleichung (3) — 4B mit dem Retentionsfaktor R zu 
multiplizieren : 12,5. 1,4 = 17,5emm oder 14,5 emm, d.h. 6,5.10-* Milli- 
aquivalente Saure pro 0,1 ccm Eier. In manchen Versuchen hat die ge- 
bundene Kohlensaéure erst nach 20 Minuten den Minimumwert erreicht. In 
dem angefiihrten Versuch ist der Gehalt an gebundener Kohlensaure zu dieser 
Zeit schon im Steigen. Samtliche ausgefiihrte Versuche zeigen dasselbe 
charakteristische Verhalten: eine sehr ausgesprochene Senkung des Gehaltes 
an gebundener Kohlensaéure nach der Befruchtung; danach tritt wieder ein 
Anstieg desselben ein. Der in diesem Versuch gefundene Wert entspricht 
etwa dem Mitte] aus saémtlichen Messungen, 15 + 0.74cemm Saure pro 
0,lcem Elier. 


e) Bestimmung des py in der Eiersuspension vor und nach der Befruchtung, 
Berechnung der Sdurebildung daraus. 


Ein einziger Versuch ist nach einem von Dickens und Simer! an- 
gegebenen Prinzip ausgefiihrt worden. Die konischen AtmungsgefiBe 
wurden mit zwei Seitenanhangen versehen. Der zylinderf6rmige Einsatz 
fiihrt in einen unten am GefaéB angeschmolzenen zweigeteilten Anhang 
hinein. Dieser enthalt gemaB den Vorschriften von Arebs* saure Kalium- 
permanganat- und Na J-Lésungen, die in einem gegebenen Moment gemischt 
werden kénnen. Der eine Seitenanhang enthalt Spermien, der andere 
3n H,SO,. In einem GeféB werden Schwefelséiure, Spermien und Eier- 
suspension zu gleicher Zeit gemischt und so die gebundene Kohlensaure vor 
der Befruchtung gemessen. Dann werden die Kaliumpermanganat- und 
NaJ-Lésungen gemischt, wobei eine alkalische Lésung entsteht, die die 
frei gemachte Kohlenséure + die urspriinglich vorhandene freie Kohlen- 
saure absorbiert. Da man erstere kennt, kann man letztere berechnen. 
So kennt man die zur Zeit 0 vorhandene freie und gebundene Kohlensaure. 
Man kann nun den Dissoziationsrest @ berechnen. Kennt man diese, ist px 
aus der Dissoziationsrestkurve zu entnehmen. In meinem Versuch war die 


1 F. Dickens u. F. Simer, Biochem. J. 25, 973, 1931. 
2 H. A. Krebs, diese Zeitschr. 220, 250, 1930. 
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gebundene Kohlensaure bei der Zeit 0 gleich 110 ¢mm und die freie Kohlen- 
sdure gleich 1,35¢mm pro 2ccm Eiersuspension. Daraus berechnet man 


o — 0,012, was einem px 7,83 entspricht. 20 Minuten nach der Be- 
fruchtung findet man gebundene Kohlensaéure gleich 98cemm und _ freie 
Kohlensaure gleich 3,67¢mm pro 2cem Eiersuspension. Daraus ergibt 


sich 9 = 0,036 und pH 7.37. Bei Kenntnis von pq kann der Quotient 
H CO! CO, in der Lésung angegeben werden. Bei py 7,83 ist dieser gleich 8,3, 
bei pu 7,37 gleich 27,8. Da man die gebundene Kohlensaure, B HCO, 
+ CO, kennt, kann man HCO! und CO! auch einzeln berechnen. Man 
findet nun folgendes Resultat : 





HCO! coy 

Vor der Befruchtung ... . 98,5 11.5 
20 Min. nach der Befruchtung 94.5 3.5 
Differenz: 4.0 8,0 


Es hat folglich HCO! mit 4 und CO! mit 8emm abgenommen. Jedem 
Kubikmillimeter CO! entsprechen 2cmm einwertiger Saéure. Die Saure- 
bildung ist folglich 4 + 16 20emm. Die Eiermenge in 2 cem der Fier 
suspension war 0,123 cem. Man erhdlt somit eine Sdurebildung von 16 emm 
pro 0,lcem Eier, was mit dem in vorigem Abschnitt gefundenen Wert 
recht wohl ubereinstimmt. Die py-Senkung in der Eiersuspension nach der 
Befruchtung braucht nicht der von Reiss! angegebenen Erhéhung des py 
im Inneren des Eies zu widersprechen. Durch einen lonenaustausch kann 
das px des Inneren erhéht und das des umgebenden Mediums entsprechend 
gesenkt werden. 


f) Anaerobe und aerobe Sdurebildung bei unbefruchteten Eiern in hypertonischer 
Lésung. 

Die anaerobe Saurebildung wurde in etwa 50 umfassenden Versuchs- 
reihen studiert. Bei der Angabe der Konzentrationen von NaCl ist immer 
Gewichtsprozent pro 100 cem Wasser gemeint. 

Ich fiihre folgenden Versuch an. 


Versuch 22. Juli 1931. Eiersuspension 6,9°,. Hauptrawm: 2 ccm Eier- 
suspension. Eimsatz: 0,3 cem Seewasser. Anhang: 0.35 cem 25° ig. NaCl- 
: < 


Lésung. Gasraum: No. 
Nach der Ablesung bei der Zeit 0 wird der Inhalt des Anhangs in 
den Hauptraum eingekippt. 





a b 
a 14 14 
h: O—15 Min. . : + 14.5 mm + 14,5 mm 
15-30, 7 — > w@ 
30—45 ., ... +7, + 8 
45-60 . ... +4 , + 5 
Zh: + 32.5 mm + 34.5 mm 
Xeo,: + 45,5 emm + 48.4 emm 


1 P. Reiss, Le py intérieur cellulaire. Les presses universitaires de 
France, Paris. 
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Die gefundenen Xco,-Werte miissen mit einem Retentionsfaktor 
multipliziert werden. Die genaue Bestimmung von diesem ist schwierig. 
Kippt man die Milchsaéure neben der Na(Cl-Lésung in die Eiersuspension 
hinein, entstehen Drucke, die nicht nur von der eingekippten Milchsaure, 
sondern auch von der Séurebildung in den Eiern herriihren. Es ist schwer, 
zu beurteilen, wie groB der Anteil der letztgenannten ist. Die Milchsaiure 
scheint indessen die Saurebildung im Ei teilweise zu hemmen. Wie in 
den Befruchtungsversuchen wurde die Retention auch verschiedene Zeiten 
nach dem Zusatz von NaCl bestimmt. Sobald die Cytolyse eintritt, wachst 
der Retentionsfaktor stark an. Fiir die intakten Eier liegt der Wert etwa 
bei 1,4 bis 1,6. Wenn man mit dem niedrigsten Wert rechnet, ist in obigem 
Versuch 46,5. 1,4 65cemm Kohlenséure gebildet worden. Nach Um- 
rechnung auf 0,1 cem Eier macht dies etwa 50cmm pro Stunde. Beriick- 
sichtigt man nur die ersten 15 Minuten der Messung, kommt man auf den 
Wert von etwa 85cmm pro Stunde und 0,1 cem Eier. 


Die Saurebildung nimmt mit der Zeit ab und wird schlieBlich Null. 
Das Aufhéren der Saéurebildung haingt mit der Cytolyse der Eier zusammen. 
In verschiedenen Versuchen findet man etwas verschiedene Verhaltnisse. 
Eine sehr starke Saurebildung kann unmittelbar nach dem Einkippen 
der NaCl-Lésung eintreten. Dabei cytolysieren die Eier rasch. und die 
Saurebildung hért auch bald auf. Die Saurebildung kann auch die erste 
Zeit nach dem Einkippen geringer sein, sogar im Laufe der Beobachtung 
etwas starker werden. Die Saurebildung geht dann lange, bis mehrere 
Stunden, weiter. Eine Cytolyse tritt dementsprechend nicht oder sehr spat 
ein. Die Faktoren, welche den Yerlauf der Saéurebildung bestimmen, sind 
erstens die Konzentration der eingekippten Na Cl-Lésung und der Sauerstoff- 
gehalt des Gasraumes. Je héher die Konzentration der NaCl-Lésung, desto 
schneller tritt die Saurebildung und die Cytolyse ein.. Die Saurebildung 
geht aerob langsamer als anaerob vor sich. SchlieBlich spielt auch die 
individuelle Beschaffenheit des Eimaterials eine Rolle. 

In einer Anzahl von Versuchen wurde 4B, die Differenz zwischen der 
gebundenen Kohlenséure bei der Zeit 0 und derjenigen bei der Zeit ¢, 
bestimmt. 

Versuch 16. Juli 1931. Suspension 7,6°,. Hauptraum: 2cem Eier- 
suspension. Einsatz: 0.4ceem 5n H,SO,4. Anhang: 0,5cecem 30°,ig. NaCl. 
Gasraum: No». 

In drei Apparaten wurden die Schwefelsiure und die Na(Cl-Lésung 
bei der Zeit 0 in die Eiersuspension eingekippt. In drei anderen Apparaten 
wurde bei der Zeit 0 nur die NaCl-Lésung und erst 15 Minuten spéter die 
Schwefelséure eingekippt. 





Zeit | Mittel 
0 Min. Keo, 1,46 1,60 1,47 
‘Se + 52mm + 52 mm + 52mm 
B + 763emm + 83cmm + 76 emm + 78.5 emm 
15 Min. Keo, 1,46 1,47 1,45 
. + 22.5 mm + 23 mm + 20,5 mm 
B +322emm +33.lemm +29,7emm _) + 31,6emm 


AB ist folglich 


46,9. 





ctor 
rig. 


jon 


ure, 
ver, 
ure 
. in 
ten 
‘hst 
bwa 
rem 
"m- 
ck- 


den 


ull. 
en. 
sse. 
pen 
die 
‘ste 
ing 
ere 
pat 
ind 
of f - 
sto 
ing 
die 


der 


ing 
ten 
die 


jm 





Stoffwechselvorginge bei Entwicklung des Seeigeleies. 271 


Es wurde auch direkt die Kohlensaéurebildung fiir die Zeit 0 bis 15 Mi- 
nuten gemessen. 





Zeit Mittel 
0—15 Min. Keo, 1.46 1,47 1.45 
h + 35 mm + 33 mm + 32.5 mm 
Xco, 502emm +475cemm + 47.2emm | + 48,2 emm 


Man findet folglich, daB die Kohlenséurebildung mit einer Abnahme 
der gebundenen Kohlensaure einhergeht. Die Bildung der freien Kohlen- 
sdure muf deshalb von der Bildung einer stdrkeren fixen Sdure herriihren. 
Handelte es sich um eine anaerobe Atmung (Bildung von Kohlenséure 
durch Decarboxylierung), wiirde der Gehalt an gebundener Kohlensaure 
wachsen und nicht abnehmen. Man sieht aus den angefiihrten Zahlen. 
daB Xco, 48,2cmm praktisch genau — 4B = 46,9emm entspricht. Um 
die wirkliche Saurebildung kennenzulernen, muB man mit dem Retentions- 
faktor multiplizieren. Die Saéurebildung beléuft sich demnach auf 65 
bis 70cecmm wahrend der ersten 15 Minuten, d.h. 185¢emm_ pro 0,1 com 
Eier und 1 Stunde. In einem solchen Falle kraftiger Saéurebildung tritt 
schon innerhalb der ersten 15 Minuten eine Cytolyse der Eier ein. 


Mit demselben Eimaterial wurde auch ein Versuch iiber die Saure- 
bildung unter aeroben Verhaltnissen ausgefiihrt. 


Versuch 16. Juli 1931. Suspension: 7.6°,. Hauptrawm: 1,5 eem Hier- 
suspension. Finsatz: 0,3cem 5n H,SO,. Anhang: 0,38 eem 30°, Nati. 
Gasraum: Luft. 


In drei Apparaten wurde die Schwefelsiure und die NaCl-Lésung bei 
der Zeit 0 in die Eiersuspension eingekippt. In vier anderen Apparaten 
wurde bei der Zeit 0 nur die NaCl-Lésung und in je zwei nach 30 bzw. 
45 Minuten die Schwefelsiure eingekippt. 





Zeit Mittel 
OMin. Keo, 1,14 1,22 1,19 

h- + 57 mm + 53.5 mm + 52mm 

B + 65 cmm + 65,5 emm +62¢emm + 64cemm 
15 Min. Keo, 1,17 1,15 

a + 39 mm + 40,5 mm 

B + 46cemm + 46,5 emm + 46,5 emm 
30 Min. Keo, 1,16 1,18 

h- + 24,5mm + 23 mm 

B + 28,3 emm + 27.2 emm + 27.8 emm 


Es wird folglich: 





JB R(— JB) 
C—15 Min. ... — 17,5emm - 24.6 emm 
15—30 , 5 a —185 . + 26 . 
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Der AB-Wert ist hier mit einem Retentionsfaktor multipliziert, der 
gleich 1,4 gesetzt wird. In der Zeit 0 bis 15 Minuten ist die Saurebildung 
auf 0,lcem Eier und 1 Stunde umgerechnet etwa 100 cmm, d.h. etwas 
mehr als 50°, von der Saurebildung unter anaeroben Verhaltnissen. Die 
Atmung treibt die Saurebildung zuriick, trotzdem die Atmung wahrend 
der ersten Viertelstunde nach dem Einkippen der NaCl-Lésung ziemlich 
gering bleibt. 

Neben der Saéurebildung wurde fiir das Intervall 15 bis 45 Minuten 
nach dem Einkippen der NaCl-Lésung der respiratorische Quotient be- 
<timmt. 

Versuch 16. Juli 1931. Suspension 7,6°,. Hauptraum: 1,5 ccm Eier- 
suspension. Anhang: 0,38 ccm 30°,ig. NaCl. Bei der Zeit 0 wird die NaCl- 
Losung in den Hauptraum eingekippt. 





I II Ill 
eee Se ee ee ee 03ceem KOH O03 cem H,SO, 03 cem H,SO, 
Ky, a EE EER 2 ae Eee ee 1 1,03 
— ee ee ee ee ee 1,18 1,17 
kh: 15—46 Mim. ... 2... — 14,5 mm + 13.5 mm 
Bei der Zeit 15 Min. Schwefel- 

siure eingekippt. .... . + 39mm 
Bei der Zeit 45 Min. Schwefel- 
siure eingekippt. . ... . + 23 mm 
Aus obigem berechnet man: Xo, 14.5.1 14.5 ¢mm. 
B bei der Zeit 15 Minuten: 39.1,17 = + 46cmm. JB bei der Zeit 45 Mi- 
nuten: 23.1,18 = + 27emm. 4B 27 46 19 cmm. 
a P , 14,5 
Nach (1) berechnet man: Xco, 13,5.1,18 + 1.03" 1,18 = 32,1 cemm. 
13,1 
Atmungskohlensaéure: 32,1 — 19 13,.lemm. RQ. 14.5 0,9. 
0 


Xco, bedeutet oben die gesamte gebiidete freie Kohlensdéure. Da AB 
negativ ist, besteht eine Saurebildung. Um die Atmungskohlensaure zu 
erhalten, muB der Wert von 4B von Xeo, gezogen werden. RQ. ist trotz 
der starken Saurebildung von vollkommen normaler GréBe. 

Einem Versuch vom 2. September 1930 entnehme ich folgende Be- 
rechnung des .Weyerhof-Quotienten: 

Xco, in Stickstoff fiir 2 cem Eier in der Zeit 0 bis 15 Minuten: 33 emm 
Xco, in Sauerstoff fiir 2 cem Eier in der Zeit 0 bis 15 Minuten: 16 emm 

CO. 

Von Xco, in Sauerstoff sind etwa 5cemm Atmungskohlensaure. Die 
Saurebildung folglich etwa Ilemm. Die beiden gefundenen Werte sind 
auBerdem mit einem Retentionsfaktor etwa gleich 1.4 zu multiplizieren. 


R. XN; —R. X02. = 38.14—11.1,4 = 31,2cmm. 


Der Sauerstoffverbrauch war wahrend derselben Zeit 5emm; folglich 
ist der Meyerhof-Quotient: 31,2/5 ~ 6. 

Der angegebene Wert ist nicht sehr exakt. Der groBe We yerhof-Quotient 
zeigt indessen, daB die Atmung einen groBen EinfluB auf die Saurebildung 
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hat. In zahlreichen Versuchen ist es auch beobachtet worden, daB die 
Cytolyse der mit hypertonischer Lésung behandelten Kier in einer N,-Atmo- 
sphaire ungemein viel starker als in Luft ist. Jn dem angefiihrten Versuch 
vom 2. September 1930 verlauft die Saurebildung anaerob auch in der zweiten 
Viertelstunde weiter. Der Meyerhof-Quotient ist auch fiir dieses Interval] 
berechnet worden und wird nun gleich 0.3, d.h. praktisch genommen gleich 
Null. gefunden. 


g) Atmung bei schwacher Hypertoniewirkung. 

Bei der aeroben Behandlung der unbefruchteten Eier mit hyper- 
tonischer Lésung tritt eine Erhéhung der Atmung ein. Diese kann ziemlich 
betrachtlich sein, auch wenn die aerobe Saéurebildung sehr gering ist. 

Versuch 23. Juli 1931. Eiersuspension 6,7 Vol.-°,. Hauptraum: 2 cem 
EFiersuspension. Anhang: 0.35 cem 20°,ig. NaCl. Gasraum: Luft. 

Bei der Zeit 0 wird nach einer ersten Ablesung die NaCl-Lésung in 
den Hauptraum eingekippt. 





| Il 
Binsatz ... ssc sececes 0,5ccem KOH 03eem H,SO, 
a 1,17 1,31 
ee eee 151 
h: O—16 Mim... 2... — 45mm +1 mm 
an. a oe — 9 - —55 , 
ee on Ss, Se — 10 - —3 , 
ar —145 , 
See re. « » «425.65 —135 , 
Zh: — 51,5 mm 


Man berechnet aus obigem Xo, 60,3emm. Die aerobe Saurebildung 
nach dem Einkippen ist sehr schwach, wie aus dem geringen positiven 
Jruck des Apparates IT ersichtlich ist. 4B wurde auch bestimmt und ist 
fiir die Zeit 0 bis 15 Minuten 0, was gemaB obigem eine geringe Saure- 
bildung bedeutet. Nach den ersten 15 Minuten wird AB > 0; fiir das 
Intervall 15 bis 30 Minuten wurde AB + Temm gefunden.  Gleich- 
zeitig wurde die Saurebildung in Stickstoff gemessen. Es stellte sich heraus. 
daB hier eine regelmaBige Saurebildung von etwa 5cmm pro 15 Minuten 
stattfindet. Noch im Intervall 60 bis 75 Minuten ist diese Saéurebildung 
unverandert geblieben. Die Messung wurde nicht weiter fortgesetzt. Die 
Saurebildung ist offenbar bei der verhaltnismaBig niedrigen NaCl-Kon- 
zentration aerob weitgehend zuriickgedraingt. Trotz der hetrachtlichen 
Atmung der Eier in dem oben angefiihrten Versuch lassen sich die Eier 
nach Uberfiihrung in normales Seewasser befruchten. 


h) BeeinfluBt Monojodessigsdure die Sdurebildung in hypertonischer Lésung ? 


Ich teile folgenden Versuch mit: 


oO 


28. August 1931. Eiersuspension: 4.5 
mit n/200 neutralisierter Monojodessigsiure. Einsatz: 0.3cem 3n H,SO,. 
Anhang: 0,45 ecm 30°, ig. NaCl. Gasraum: Ny. 


. Hauptraum: 2 cem Suspension 


Biochemische Zeitschrift Band 258. 18 
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Bei der Zeit 0 wird NaCl nach einer ersten Ablesung in den Haupt- 
raum eingekippt. . 








I II ll 
Kontrolle vila Mit Monojodessigséure ¥ 
Koo, «++ see ee 1,32 1,38 1,39 
h: O—15 Min. . 2... + 26 mm + 26.5 mm + 26,5 mm 
Xco, ss tte + 34 emm + 36 emm + 36,5 emm 


Bei der verwendeten verhaltnismaBig starken Konzentration tritt 
keine Hemmung der Saurebildung ein. Es hat sich auch gezeigt. daB unter 
aeroben Verhaltnissen n/250 Monojodessigséure die Atmung und die aerobe 
Saurebildung nicht hemmt. 

Bei der Beurteilung dieser Ergebnisse mu8 man sich erinnern, daB die 
garungshemmende Wirkung der Monojodessigsture nach den Unter- 
suchungen Lundsqaards! an Hefe von der Reaktion des Mediums abhangt. 
Bei pr tiber 7 ist die Hemmung gering oder fehlt. Verschiedene Hefen 
zeigen Unterschiede. Nach Meyer? hemmt aber Monojodessigsaure die 
Bildung von Milchsaéure bei Milchsiiurebakterien bei einem py von 7,2. 
In meinen Versuchen war das pq am Anfang des Versuchs iiber 7, sinkt 
aber schnell im Laufe der Saurebildung betrachtlich ab. 

Die Praéparate von Monojodessigsiure wurden mir giitigst yon Herrn 
Prof. A. Daleq und Herrn Dr. Ragnar Nilsson zur Verfiigung gestellt. 


4) Sdurebildung bei Eiern in hypotonischer Lésung. 


Die Eiersuspension wurde in einer elektrischen Zentrifuge geschleudert. 
das Seewasser méglichst vollstandig abgesaugt und dann durch destilliertes 
Wasser ersetzt, zu dem eine geringe Menge NaHCO, gesetzt worden war. 
Nach einer gewissen Zeit, z. B. 60 bis 120 Minuten, wurde die Menge der 
gebundenen Kohlensaure in der Eiersuspension bestimmt. Die Eier werden 
durch die Behandlung cytolysiert. In einer Anzahl der Versuche wurde 
zu der Suspension in destilliertem Wasser hexosemonophosphorsaures 
Kalium gefiigt. Ein Praparat von dem Ca-Salz der Hexosemonophosphor- 
siure (Robison-Ester) wurde mir von Professor O. Warburg freundlichst 
zur Verfiigung gestellt. VorschriftsgemaB wurden 2g des Ca-Salzes mit 
15cem Wasser verrieben, wonach 1,3g Kaliumoxalat in 5ccm Wasser 
zugesetzt wurden. Nachher wurde die Fallung abfiltriert, vgl. Warburg 
und Christian’. 

Versuch 18. Juni 1932. Eiersuspension 6,1 Vol.-°,. a) Destilliertes 
Wasser mit NaHCO;. b) Unbefruchtete Eier in destilliertem Wasser. 
5eem Eiersuspension zentrifugiert, Seewasser nach Zentrifugieren ab- 
gesaugt, 5,5 cem destilliertes Wasser mit NaH CO, zugesetzt. c) Befruchtete 
Eier in destilliertem Wasser mit NaHCO, wurden wie unter b behandelt. 
Hauptraum: 2 cem destilliertes Wasser oder Eiersuspension in destilliertem 
Wasser. Seitenanhang: 0,3 ccm 3n H,SOy,. 


! E. Lundsgaard, diese Zeitschr. 250, 61, 1932. 
* K. Meyer, ebenda 256, 105, 1932. 
3 0. Warburg und W. Christian, diese Zeitschr. 254, 438, 1932. 
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a b ( 
Keo, Pee ee ee 1,44 1,49 1.46 
h: nach Einkippen der 
Schwefelsaure . . + 96,5 mm + 26,5 mm + 34mm 
Xco, Pe at ar Me age + 138 cmm + 40 emm + 50 emm 


Der Bicarbonatgehalt in b und ¢ ist viel geringer als in a. Wenn 
nichts geschehen ware, sollte der Bicarbonatgehalt in der Eiersuspension in 
destilliertem Wasser etwa derselbe wie in dem destillierten Wasser sein. 
Vergleicht man den Bicarbonatgehalt von Seewasser und einer Eiersuspen- 
sion in Seewasser, findet man fiir letztere nur wenig niedrigere Werte als 
fiir das Seewasser. Man kann aus obigem wenigstens annéhernd die Ver- 
anderung des Bicarbonatgehaltes, 4B, berechnen. Man findet 





b c 


JSBwr é — 98 cmm — 88 emm 

Es liegt eine starke Saurebildung vor. Diese kann erst nach der Be- 
stimmung des Retentionsfaktors genauer angegeben werden, vgl. unten. 
Durch mehrere Versuche wurde bestatigt, daB der AB-Wert in den be- 
fruchteten oft etwas geringer als in den unbefruchteten Eiern ist. Die 
Versuche verlaufen unter aeroben und anaeroben Verhaltnissen gleich. 

Versuch 8. August 1932. Suspension unbefruchteter Eier 7,8 °,,. 
a. Destilliertes Wasser mit NaHCO;. b. 15cem_ Eiersuspension wurde 
zentrifugiert, 11 cem Seewasser entfernt und 15.7 ccm destilliertes Wasser 
zugesetzt. c. 15ccm Eliersuspension wie unter b behandelt, aber statt 
15,7 ccm destilliertes Wasser 15 ccm + 0,7 com Hexosemonophosphorsiaure 
zugesetzt. Hauptrawm: 2ccm destilliertes Wasser oder Eiersuspension. 
Seitenanhang: 0,3cem 3n H,SOy,. 





Mittel 








ee 1,39 1,58 1,44 


h: nach Einkippen der 
Schwefelsaure. . +173mm + 156 mm + 167 mm 
.. es  +240emm + 244emm +242emm = + 242 cem 


Xco, . . 
b 
ee a ee 1,46 1,45 1,43 
h: nach Einkippen der 
Schwefelsaure .. . + 70,5mm) + 695mm) + 725mm 


Xeo,- - +e. ee ee) $102,5cemm +101emm $ +193emm = + 102 emm 


c 
Mee + ss os ww 1,40 1,46 
h: nach Einkippen der | 
Schwefelsaure . . | +63,5mm +59,5mm 
Xco, is -4105% ace 2 — 8&9 emm ao 87 emm a S¢ cmm 


18* 





| 
| 
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Die Lésung von hexosemonophosphorsaurem Kalium ist hier neutra- 
lisiert worden. Ein Zusatz derselben zum _ destillierten Wasser ver- 
andert kaum meBbar dessen Bicarbonatgehalt. 

Der Retentionsfaktor ist fiir 6 zu 1,4 und fiir ¢ zu 1,8 anndhernd be- 
stimmt worden. Die Saurebildung wird folglich: 





b e 


R(—JIB)w~ . — 196 emm — 280 emm 


Es mu betont werden, daB diese Zahlen keine Anspriiche auf exakte 
Genauigkeit erheben kénnen. Die Anwesenheit von Hexosemonophosphor- 
sdure steigert die Séurebildung nicht unbetrachtlich. 

Die Saurebildung findet offenbar unmittelbar nach dem Einbringen 
der Fier in das verdiinnte Medium statt, wird dann aber sehr verlangsamt 
oder kommt zu einem Stillstand. Die direkte manometrische Messung 
der totalen Saéurebildung ist deshalb nicht méglich, sondern dieselbe muf 
mit Hilfe der Bicarbonatbestimmungen gemacht werden. 


j) Atmung und Methylenblaureduktion in hypotonischem Medium. 


Ich fiihre folgenden Versuch an: 

14. August 1932.  Ejiersuspension 5,2 Vol.-°,. 60cem Suspension 
wurden zentrifugiert und 39,5ccem Seewasser abgehebert; 39,5cem_ bi- 
carbonathaltigen destillierten Wassers wurden zugesetzt. Zu l4cem de 
Suspension in hypotonischem Medium wurden 1.4 ccm von Hexosemono- 
phosphorsaure etwa 0,03 mol. gesetzt. 

a) 2cem Eier in hypotonischem Medium ohne Zusatz, 

b) 2. ., Ejierinhypotonischem Medium + 0,3ecm 0,1 °,ig. Methylenblau, 

ec) 2 ,, Ejier in hypotonischem Medium mit Zusatz von Hexosemono- 
phosphorsaure, 

d) 2. ,, Eier in hypotonischem Medium mit Zusatz von Hexosemono- 
phosphorséure + 0,3 cem 0.1° ig. Methylenblau. 


In dem Einsatz 0.5cem n KOH. 





| ee 1,28 1,28 1,29 1,4 
h: nach 70 Min. —2mm — 12,5 mm — 32,5 mm — 42 mm 
eee —2,5emm — l6cmm — 42 emm — 59 emm 


Ohne weiteren Zusatz (a) ein sehr geringer Sauerstoffverbrauch. Nach 
Zusatz von Methylenblau (b) steigt der Sauerstoffverbrauch betrachtlich 
an. Indessen ist die Atmung noch starker nach dem Zusatz der Hexose- 
monophosphorséure (c) und ganz besonders stark in d, wo auch Methylen- 
blau zu der Suspension mit Hexosemonophosphorsaéure zugesetzt wird. 


Die Atmungssteigerung ist geringer bei Zusatz von neutralisierter 
Brenztraubenséure oder Milchséure als nach Zusatz von neutralisierter 
Hexosephosphorséure. Dies geht aus folgendem Versuch mit derselben 
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Suspension in hypotonischem Medium hervor. Zu je 14 cem der Suspension 
wurden 1,4ccm 0,06 mol. Brenztraubenséure bzw. 2 cem 0,06 mol. Milch- 
saure gesetzt. 
a) 2ccm Eier in hypotonischem Medium + Brenztraubensdure, 
b) 2... Eierin hypotonischem Medium + Brenztraubensaéure - 0,3 c¢cem 
0,1 °.ig. Methylenblau, 





c) 2 Eier in hypotonischem Medium + Milchsaure, 
d) 2. ., Eier in hypotonischem Medium + Milchséure + 0.3cem 0,1 ° ig 
Methylenblau. 
In dem Finsatz 0.5 cem n KOH. 
a b « d 

RS occa es 2h 1,27 1,2 1,27 1,22 
h: nach 70 Min. - &Smm — 26,5 mm 7,5 mm 17,5 mm 
Xo, ; 10 emm — 32 emm — 95emm — 21,5¢emm 


Die Wirkung der Milchséure ist sehr gering. Die Atmung zeigt nur 
eine geringe Steigerung im Verhaltnis zu der Suspension in verdiinntem 
Medium ohne Zusatz. Bei einer KC N-Konzentration von n 4000 war die 
Atmung nach Zusatz von Brenztraubenséure unverandert. Bei gleichem 
KCN-Gehalt in der Suspension mit Hexosemonophosphorsiéure tritt eine 
geringe Hemmung ein. Bei intakten befruchteten Eiern herrscht bei dieser 
KCN-Konzentration eine betrachtliche Hemmung. Etwa wie die Milch- 
siure verhalt sich neutralisierte Maleinsiure und Bernsteinséure. 

Versuch 13. August 1932. Eiersuspension: 6,7 °,. 44 ccm Eiersuspension 
wurden zentrifugiert, 32,5ccm Seewasser wurden abgehebert und durch 
die gleiche Menge von bicarbonathaltigem, destilliertem Wasser ersetzt. 
Zu je 10 cem der Eiersuspension in hypotonischem Medium wurde gesetzt : 

a) lcem destilliertes Wasser. 

b) 1 ., 0,03 mol. hexosemonophosphorsaures Kalium, 
ec) | ., 0,065 mol. neutralisierte Bernsteinsaure, 

d) 1 ,, 0,065 mol. neutralisierte Maleinsaéure. 


In den Hauptraum eines jeden ManometergetéBes kamen 2 ccm oben- 
genannter Gemische. MB. bedeutet unten, daB 0,3 ccm 0,1° ig. Methylen- 
blau am Beginn des Versuchs aus dem Seitenanhang in den Hauptraum 
eingekippt wurde. In dem Einsatz 0,5cem n KOH. 














a a b b 
MB. MB. 
ee ae 1,28 1,28 1,28 1,34 
h: nach 110 Min. — 7mm — 21,5mm — 28.5mm — 40,5 mm 
Xo, oe ee — 9emm —27,5emm —37emm — 54 emm 
c ( d d 
MB. MB. 
Ko, . ie 1,44 1,22 1,28 1,2 
h: nach 110 Min. — 10mm — 23,5 mm — Smm — 21 mm 


Me + + ts — 14cmm — 29 emm — 10 ccm 25 emm 
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Nur bei dem Zusatz von Hexosemonophosphorsiaure tritt eine betracht - 


liche Steigerung der Atmung ein. 


Parallel mit diesen Versuchen wurden Beobachtungen iiber die Ent- 
farbungszeit von Methylenblau in den verschiedenen Mischungen angestellt. 


Die Beobachtungen werden in sogenannten Carrel-Flaschen ausgefiihrt, die 


mit Hahnen versehen worden sind. In jede dieser Flaschen kamen 4 ccm 
der Suspension in destilliertem Wasser + 0,2 cem 0,1°,ig. Methylenblau. 
Man beginnt sofort mit der Durchleitung von reinem Stickstoff und beob- 
achtet die Zeit bis zur vollstandigen Entfarbung. Die Hexosemonophosphor- 
siure hat die starkste ,,Donatorwirkung’ von den untersuchten Stoffen. 
Im allgemeinen tritt schon aerob eine momentane Entfarbung des MB. ein. 
Die iibrigen ,,Donatoren‘* entfarben erst anaerob; Maleinséure und Milch- 
siure beschleunigen die Entfarbung im Vergleich mit der Kontrolle (Zusatz 
nur von destilliertem Wasser) kaum. Brenztraubensaéure sowie Bernstein- 
siure bewirken eine etwas schnellere Entfarbung als diejenige, die bei 
Zusatz von nur destilliertem Wasser zu der Suspension beobachtet wird. 
Die Entfarbung geschah z. B. in einem Versuch in Anwesenheit von neutra- 
lisierter Bernsteinséure in 4 Minuten 30 Sekunden, in der Kontrolle in 
etwas mehr als 5 Minuten. Diese Unterschiede sind klein im Verhaltnis zu 
dem groBen Unterschied zwischen der Kontrolle und der Suspension mit 
Hexosemonophosphorsaéure. Es herrscht ein enger Parallelismus zwischen 
Atmung und Methylenblaureduktion in diesen Versuchen. Hexosediphosphor- 
sdure hat nur wenig geringere Donatorwirkung als die Hexosemono- 
phosphorsaure. 


Milchsaéure wurde auch zu intakten befruchteten Eiern gefiigt (0,3 cem 
etwa 0,007 mol. Milchséure zu 2,3ccem Eliersuspension), ohne da eine 
sichtbare Atmungssteigerung beobachtet wurde. Durch die Zugabe von 
Milchséure wird das px etwa auf 7 bis 7,2 herabgesetzt. Dies ist an sich 
ohne merklichen EinfluB auf die Atmung. Die Atmung (XQg,) war in einem 
Versuch vom 19. Juli 1932 die folgende: ‘ 





Zeit Kontrolle Milchsdure 


120 Mim. . . — 45 emm — 49cmm 


k) Co-Zymase in unbefruchteten und befruchteten Seeigeleiern. 


Die Versuche wurden nach den Vorschriften ausgefiihrt, die mir Herr 
Dr. Ragnar Nilsson freundlichst gab. 


"7 70 


Versuch 11. Juni 1932. Eiersuspension 7,7°,. Es wurde folgende 
Mischung bereitet : 0,6 g Apo-Zymase + 0,3 g Glucose -++ 1,5 cem Phosphat- 
puffer, py = 6,7 + 9 Tropfen Hexosediphosphorséure + 6 ccm destilliertes 
Wasser. In den Hauptraum jedes GefiBes kam 1 ccm dieser Mischung. 
In den Gasraum: 90 Vol.-°,, Luft + 10 Vol.-°, Kohlensaéure. Temperatur 


In den Seitenanhang kamen: 
a) 0,3. cem destilliertes Wasser, 
b) 0,3. ,,. Kochextrakt aus unbefruchteten Ejiern, 
c) 0,3 ,, i ,, befruchteten i 
d) 0,3 ,, > ., Trockenhefe. 
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a b c ad 
Maite ote 1,20 1,20 1,20 1,16 
h: nach 110 Min. + 2cemm + 21mm + 21 mm + 486 mm 
h. Koo,- - + - + 2.4mm + 25emm + 25 emm +- 564 emm 


In a hat man praktisch genommen keine Gaérung. Nach Zusatz von 
Kiesrextrakten tritt eine schwache Garung ein. 

Es liegt folglich eine schwache aber deutliche Co-Zymasewirkung vor, 
die bei unbefruchteten und befruchteten Eiern absolut gleich ist. Die 
Drucke unter b und ¢ sind durch Abzug der kleinen Drucke unter a 
korrigiert worden. 

Zusammenfassung. 


Durch die manometrische Methode Warburgs wird festgestellt, 
daB aerob sowohl wie anaerob eine Saurebildung bei der Befruchtung 
des Seeigeleies stattfindet. Die Saurebildung verlauft aerob bis 20 Mi- 
nuten nach der Befruchtung weiter, und der Betrag ist etwa 
150 cmm pro lcem Eier. 

Eine Saurebildung findet auch statt, wenn die Eier in ein hyper- 
tonisches Medium gebracht werden, wobei die anaerobe Saurebildung 
stirker als die aerobe ist. 

Eine starke Saurebildung tritt auch ein, wenn die Eier in stark 
verdiinntes Medium gebracht werden. Die Saurebildung wird hier bei 
Anwesenheit von Hexosemonophosphorsauren gesteigert. Diese be- 
férdert auch stark die Atmung sowohl wie das Reduktionsvermégen 
gegentiber Methylenblau bei den Eiern in stark hypotonischem Medium. 

Die bisher durchgefiihrten chemischen Untersuchungen haben 
keine Veranderungen der Phosphatfraktionen oder des Milchséure- 
gehaltes bei der normalen aeroben Befruchtung ergeben. In kurz er- 
wihnten Versuchen sind dagegen Verainderungen der Phosphatfrak- 
tionen bei anaeroben Hypertonie- und vor allem bei den Hypotonie- 
versuchen festgestellt worden. 

Dem Direktor der Station Biologique, Herrn Professor Ch. Pérez, 
sowohl wie dem Unterdirektor, Herrn Dr. G. Teissier, danke ich fiir 
ihre wohlwollende Férderung meiner Arbeit. 
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Zur Energetik von Dehydrierungsreaktionen 
biologischen Interesses. 


Von 


Wilhelm Franke. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 4. Januar 1933.) 


In seiner vielzitierten, vor rund einem Jahrzehnt erschienenen 
zusammenfassenden Darstellung der Dehydrierungstheorie hat H. Wie- 
land' auch der energetischen Seite des Problems seine Aufmerksamkeit 
geschenkt. Dehydrierung und Hydrierung sind gekoppelte Reaktions- 
vorgange und, da jede freiwillig eintretende Reaktion einen Abfall von 
Energie verlangt, muB die positive Hydrierungsenergie (des Wasser- 
stoffakzeptors) der negativen Dehydrierungsenergie (des Donators) 
zum mindesten gleich sein. Wieland gibt in der bezeichneten Arbeit 
eine tabellarische Zusammenstellung verschiedener, biologisch wichtiger 
Hydrierungs-Dehydrierungssysteme, geordnet auf Grund der Hy- 
drierungswarmen. Ein prinzipieller Unterschied zwischen ,,oxydierenden“ 
und ,,reduzierenden* Systemen besteht nicht, entscheidend fiir die 
Funktion eines Systems im einen oder anderen Sinne ist die Hydrierungs- 
wiarme, relativ zu der eines anderen Systems. So kann Hydrochinon 
durch Sauerstoff dehydriert werden, aber das Dehydrierungsprodukt 
Chinon ist seinerseits wieder imstande, z. B. Alkohol zu Aldehyd zu 
dehydrieren. Die Stoffe, die man gewéhnlich als starke, typische Oxy- 
dationsmittel bezeichnet, also etwa Sauerstoff und die Peroxyde, sind 
im Sinne Wielands Wasserstoffakzeptoren mit besonders hoher Hydrie- 
rungswarme, die ihnen eine universelle Betatigung gegeniiber allen 
biologischen Substraten erméglicht. 

Obwohl die energetische Betrachtungsweise im allgemeinen keine 
entscheidenden Aufschliisse tiber den Mechanismus von Oxydoreduktions- 
vorgaingen liefern kann, ist sie bisweilen von erheblicher anderweitiger 
Bedeutung, so z. B. bei der Entscheidung der Frage, ob eine vermutete 
und vielleicht wahrscheinliche Reaktion nun auch thermodynamisch 
tatsichlich méglich ist. So hat Wieland schon vor 10 Jahren (I. ¢.) gezeigt. 


! H. Wieland, Ergebn. d. Physiol. 20, 477, 1922. 
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daB der zuerst von Thunberg' angenommene und yor kurzem von Wieland 
und Sonderhoff? experimentell endgiiltig sichergestellte enzymatische Uber- 
gang von Essigsaéure in Bernsteinséure thermodynhamisch nicht nur méglich, 
sondern nach der auffallend kleinen Dehydrierungswarme der Essig- 
saure offenbar sogar recht begiinstigt ist. Auch die haufig beobachtete 
Nichtersetzbarkeit des Sauerstoffs durch ..schwachere’’ Wasserstoff- 
akzeptoren geht bisweilen auf thermodynamische Ursachen zuriick. So 
hat die unkritische Anwendung des Methyvlenblaus als eines vermeintlich 
generellen Indikators fiir aktiven Wasserstoff z. B. im Falle der Phenylen- 
diamine, Amino- und Polyphenole zu schweren theoretischen MiBdeutungen 
gefiihrt®, die sich bei Beriicksichtigung der Affinitatsverhaltnisse leicht 
hatten vermeiden lassen. Wieland standen seinerzeit bei der Aufstellung 
zahlenmaBiger Beziehungen auf diesem Gebiete nur die Warmeténungen 
der Hydrierungs- bzw. Dehydrierungsreaktionen bei organischen Stoffen 
aus der Differenz von Verbrennungswarmen berechnet zur Vertiigunyg. 
MabBgebend fiir Eintreten oder Nichteintreten einer Reaktion sowie fii 
das Ausmal der letzteren sind nun aber nicht die durch die Warmeténung 
ausgedriickten Anderungen der Gesamtenergie (41), sondern die der 
freien Energie (4A), die bekanntlich durch die Beziehung 


,aA 


dT oy 


AV 14+7 


miteinander verbunden sind. Die Verwertbarkeit der Wielandschen Zahlen- 
werte zur Darlegung der Affinitétsverhaltnisse basiert daher auf einem 
angenommenen Parallelismus zwischen Warmet6nung und maximaler 
Arbeit. Ihre bedingte Giiltigkeit und die Notwendigkeit, die Warme- 
tonungen sobald als méglich durch die wahren Affinitétsbetrage der in 
Frage stehenden Reaktionen zu ersetzen, ist von Wieland wiederholt betont 
worden. 

Gerade in dieser Richtung sind nun innerhalb des letzten Jahrzehnts 
recht erhebliche Fortschritte gemacht worden, die zur Kenntnis der 
maximalen Nutzarbeit einer ganzen Anzahl von Oxydoreduktionen, 
teilweise auch von solchen biologischer Bedeutung, gefiihrt haben. 
Zwei Methoden waren es vor allem, die dabei mit Erfolg zur Anwendung 
gelangten. 

Die eine, die vor allem von Biilman, Michaelis, Conant, und be- 
sonders M. Clark ausgearbeitet worden ist, besteht in der Messung des 
Potentials, das reversibel arbeitende Oxydoreduktionssysteme einer 
unangreifbaren Edelmetallelektrode erteilen. 

Ist 4E° das Normalpotential eines Redoxsystems, d.h. das auf die 
Wasserstoffelektrode bezogene Potential bei einem  Konzentrations- 
(exakter Aktivitats-) Verhaltnis 1:1 von oxydierter und reduzierter 
Stufe, so gilt bekanntlich fiir die maximale Arbeit des Uberganges die Be- 


ziehung: 


AA® n.F. AE® (IT) 


' T. Thunberg, Skand. Arch. f. Physiol. 40, 1, 1920. 
> H. Wieland u. Sonderhoff, A. 499, 213, 1932. 
3 4A. v. Szent-Gyérqyi, diese Zeitschr. 150, 194, 1924; 157, 50, 67, 1925. 
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worin n den ,,Wertigkeitsunterschied** zwischen oxydierter und reduzierter 
Systemkomponente in Wasserstoffeinheiten, F das _ elektrochemische 
Aquivalent (Faraday) bedeutet. Fiir die Umrechnung von Volt in kcal 
ergibt sich so 

AA® = n. 23,06. AE®. (Ila) 


Fir beliebige Konzentrationen (Aktivitéten) an oxydierter und reduzierter 
Komponente berechnet sich fiir ein bestimmtes pu 





. , RT, [Ox] 
AE?® AE—- — ; 
ne Oe E 1h nF In [Red] (IIL) 
z. B. tur 25 
1250 m259 0,959 10 {( IX ] 
A E> AE . log [Red] ; (IIIa) 


worin AE die tatsichlich abgelesene elektromotorische Kraft, bezogen 
auf eine Wasserstoffelektrode von gleichem px, bedeutet. Da nicht fiir alle. 
wenn auch die meisten, organischen Redoxsysteme die Potentialainderung 
in Abhangigkeit von der Aziditat gleich ist wie fiir die Wasserstoff- (oder 
Sauerstoff-) Elektrode fiir die bekanntlich dE/d,y - 0,059 Volt 
(bei 25°) ist —, so pflegt man der Einheitlichkeit halber und fiir Umrech- 
nungen in 4A A® das Potential 4 E® stets fiir Lésungen von py 0 anzugeben. 

Die elektrometrische Bestimmung von Ubergangsarbeiten ist auf dem 
Gebiete der organischen Chemie besonders an chinoiden Systemen aller 
Art zur Anwendung gelangt. Aber auch andere Stoffgruppen, z. B. von 
indigoidem Typus, ferner Systeme wie Isatin— Dioxindol, Alloxan— Dialur- 
saure, Nitrobenzol—Phenylhydroxylamin, einzelne Azo—Hydrazosysteme. 
Methamoglobin— Hamoglobin und zahlreiche andere haben sich in den 
letzten Jahren hinsichtlich der Affinitatsverhaltnisse auf potentiometrischem 
Wege naher festlegen lassen. 

Eine vom biologischen Standpunkt aus sehr verheiBungsvolle Er- 
weiterung ihres Anwendungsgebietes hat die elektrometrische Methode 
durch die Beobachtung Thunbergs! erfahren, daB auch an sich elektro- 
motorisch inaktive Systeme, wie z. B. Bernsteinséiure —Fumarsaure, bei 
Gegenwart von Ferment und Spuren eines reversibel arbeitenden .,Redox- 
indikators** von geeignetem Normalpotential im vorliegenden Falle 
etwa Methylenblau — elektromotorisch aktiv und damit sozusagen zur 
Mitteilung ihres Potentialwertes gezwungen werden kénnen. Auch die 
Anwendung einer Reihe von Redoxindikatoren fiir verschiedene Potential- 
bereiche, die Beobachtung der Reduktion oder Nichtreduktion der einzelnen 
Farbstoffe sowie, im ersteren Falle, des AusmaBes der Hydrierung scheint 
bei der Charakterisierung enzymatischer Oxydoreduktionen eine zunehmend 
wichtige Rolle zu spielen *. So haben auf diese Weise vor kurzem R. Wurmser 
und Mitarbeiter® das Potential des Systems Milchsaéure — Brenztraubenséure 
bei Gegenwart von Milchsaéuredehydrase bestimmt. Ein 2 Jahre vorher 
von Rapkine* mit Acetaldehyd und Schardinger-Enzym angestellter ana- 


1 T. Thunberg, Skand. Arch. Physiol. 46, 339, 1925; J. Lehmann, 
ebenda 58, 173, 1930. 

2 T. Thunberg, in Oppenheimers ,,Fermente* 3, 1118, 1928. 

3 R. Wurmser u. De Boe, C. r. 194, 2139; R. Wurmser u. Mayer, C. r. 
195, 81, 1932. 

4 L. Rapkine, J. chim. phys. 27, 202, 1930. 
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loger Versuch hatte nur ergeben, dab auch die negativsten unter den damals 
bekannten Redoxindikatoren, deren Potential dem der Wasserstoffelektrode 
(von gleichem px) nahekommt, noch vollstandig entfarbt werden, ein Re- 
sultat, das qualitativ mit spater mitzuteilenden, auf andere Weise gewonnenen 
energetischen Daten durchaus tibereinstimmt. Die hier noch bestehende 
Liicke in der allgemeinen Anwendbarkeit der Indikatorenmethode zur 
exakten Potentialbestimmung diirfte aber durch die Auffindung weiterer, 
im Gebiet der Wasserstoffiiberspannung wirksamer Redoxindikatoren. 
wozu von Michaelis! kiirzlich der Anfang gemacht wurde, bald ausgefiillt 
werden. 

Die zweite Methode zur Klarlegung der wahren Affinitatsverhal- 
nisse, die auf den besonders von G. V. Lewis* gegebenen thermodynami- 
schen Grundlagen weiterbauend, in neuester Zeit besonders in den 
Arbeiten von Parks, Huffman und Mitarbeitern? zur Anwendung 
gekommen ist, besteht in der Bestimmung der maximalen Nutzarbeit 
bei der isothermen Bildung eines Mols einer Verbindung aus den Ele- 
menten bei konstantem Druck. Wahrend also nach der ersterwaihnten 
Methode nur die Differenzen zweier derartiger Bildungsenergien be- 
stimmt werden, fiihrt diese zweite Methode zu den Absolutwerten fiir 
jede einzelne Verbindung. 

Bedeutet 4A die maximale Bildungsarbeit der Verbindung aus den 
Elementen, 4V die entsprechende Bildungswarme Differenz der Ver- 
brennungswarmen von Verbindung und den sie bildenden Elementen 


und AS die Differenz der Entropien von Verbindung und Elementen bei 
bestimmter Temperatur 7’ (meist 25°), so gilt die Beziehung: 


AA= AV-—TAS; (IV) 


AV ist fiir die meisten gebraéuchlicheren organischen Substanzen bekannt 
oder leicht zu bestimmen, S ergibt sich fiir eine bestimmte Substanz bei 
bestimmter Temperatur 7’ zu 


macht also die Kenntnis des Temperaturverlaufes der spezifischen Warme 
bei konstantem Druck (Cp) bis zu tiefsten Temperaturen notwendig, die 
nur fiir eine beschrankte Anzahl einfacher Stoffe bekannt ist, fiir die Mehr- 
zahl der Stoffe und besonders fiir die tiefsten Temperaturen mit Hilfe 
von Niaherungsgleichungen auf Grund des dritten Hauptsatzes aber mit 
guter Annadherung ermittelt werden kann. 


Im iibrigen zeigen die bekannten Entropiedaten GesetzmaBigkeiten, 
die die Schaétzung unbekannter Entropien zulassen. Bei einfachen Ver- 


1 L. Michaelis, diese Zeitschr. 250, 565, 1932. 

2 Z.B. G.N. Lewis u. Randall, Thermodynamics. New York 1923. 

3 G.S. Parks, H.M. Huffman und Mitarbeiter, zahlreiche Arbeiten 
in J. Amer. Soc. 47, 1925; 48, 1926; 51 bis 54, 1929 — 1932. 
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bindungen /aBt sich zudem ahnlich wie dies etwa fiir die Verbrennungs- 
warmen oder Molekularrefraktionen schon lange bekannt ist die Gesamt- 
entropie additiv aus einzelnen Konstanten (z. B. fiir H—, --C—, —O 


O= usw.) niherungsweise berechnen, ein Verfahren, das bei in heute noch 
recht beschrankten Anzahl exakter Entropiedaten bisweilen von erheblichem 
Wert ist, wie spater noch an einigen Beispielen gezeigt werden soll. 

Zum besseren Verstindnis der in den folgenden Tabellen mit- 
geteilten Zahlenwerte ist es vielleicht von Interesse, auf die exakte 
Bedeutung und Definition der dort wie allgemein in der heutigen 
Literatur gegebenen Daten fiir maximale Arbeiten kurz hinzuweisen. 
Diese Werte beziehen sich stets auf ,.Normalzustande*, d.h. die Ak- 
tivitaten 1 der an der Reaktion beteiligten Stoffe (ahnlich wie dies ja 
auch fiir das ,,.Normalpotential” festgesetzt wurde). Die Daten gelten 
also meist fiir 25°, den Druck einer Atmosphare und die bei diesen Be- 
dingungen stabilen Aggregatzustinde bzw. bei Lésungen fiir die Kon- 
zentration von 1 Mol/1000 g Lésungsmittel (4 A®). Bei beliebigen 
anderen Aktivitatsverhaltnissen andert sich natiirlich die maximale 
Arbeit, so daB also beispielsweise fiir eine nach der Gleichung 


uUtvV4+--- yY + 2Z4 


verlaufende Reaktion gilt: 
[Y .[Z} 


AA = AA®° + RT In as 
[UO .[ Vy" 


(V) 
worin die Klammerwerte Aktivitaten darstellen (vgl. damit GI. ITI). 
Fir den Gleichgewichtszustand wird 4A = 0, woraus folgt 


A A® RTinK = 2,303 R Tlog K = — 1,365 log K (fiir 25°). (VI) 


Man hat also die Méglichkeit, aus der maximalen Nutzarbeit, bezogen 
auf den Normalzustand, die Gleichgewichtskonstante der Reaktion zu 
berechnen. 


Ein Beispiel soll dies fiir den Fall einer Dehydrierungsreaktion 
illustrieren. Die freie Hydrierungsenergie des Athylens betrigt 22,6 Cal 
(= AA). Daraus folgt fiir die Gleichgewichtskonstante K 


22.6 
, [Cy He] 13 35 16,6 
A 7 101,365 — 1916.6, 
[C,H] [Hg] 


d.h. also, gabe es einen idealen (d.h. das Gleichgewicht nicht verschie- 
benden) Katalysator des Athan-Athylengleichgewichtes, so wiirde reines 
Athan nur zu einem Bruchteil von 10—8,3 dehydriert werden. Gibt man 
nun einen Wasserstoffakzeptor hinzu, dessen Hydrierungsenergie gleich 
oder nur wenig verschieden von der Dehydrierungsenergie des Athans 
ist, etwa von der Art des Methylenblaus (4A® = 24,5). so bilden sich 
deutliche Gleichgewichte aus, ahnlich wie dies fiir den enzymatischen 
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Katalysator Succinodehydrase bei der Ausbildung der energetisch dem 

Athylen ziemlich gleichwertigen Doppelbindung der Fumarsiure (aus 

Bernsteinséure) von J. H.Quastel! und T. Thunberg? festgestellt worden 
ist. Es gilt nun: 

[Co Hg] o'6.6, | Leukometbylenblau| 

[Co Hg] [Hy] >  [Methylenblau] [Hg] 


[Cy Hg] [MBI] 
[C, H,] [L. MBI 


poli * 


Geht man nun von gleichen Aktivitéten an Athan und Methylenblau aus, 
so zeigt die Durchrechnung, daB 0,732, also rund drei Viertel des eingesetzten 
Athans dehydriert werden kénnen. Wahlt man Sauerstoff als Akzeptor mit 
56,6 
K - H, 0 — — 101,365 1041.4. 
[Hy] [O,]*° 
so wird die Dehydrierung des Athans praktisch vollstandig, nur ein Bruch- 
teil von 10-124 ist vom Athan unverandert im Gleichgewicht vorhanden. 

Es entspricht den gebraiuchlichen Bedingungen biologischer und 
anderer Dehydrierungsreaktionen, daB man im allgemeinen vom ,,reinen” 
Wasserstoffdonator und vom ,,reinen’* Akzeptor ausgeht. Die vor- 
stehenden Ausfiihrungen lassen erkennen, daB in gewissem AusmaB eine 
Reaktion auch stattfindet, wenn die auf den Normalzustand bezogene 
Hydrierungsenergie des Akzeptorsystems kleiner ist alsdie Dehydrierungs- 
energie des Donatorsystems, wobei der Umfang der Reaktion sich im 
Sinne der obigen Gleichungen aus dem Quotienten beider Gleich- 
gewichtskonstanten errechnen laBt. 

Sind .,normale** Hydrierungs- und Dehydrierungsenergie zweier 
Systeme einander mit umgekehrtem Vorzeichen gleich, so bedeutet dies, 
daB die Reaktion zu rund 50°, ablauft, wenn man von gleichen Donator- 
und Akzeptoraktivitéiten ausgeht. Umgekehrt laBt sich der notwendige 
SnergieiiberschuB der Akzeptorhydrierung (bezogen auf Normalzustand) 
ermitteln, der einen praktisch vollstandigen Verlauf der Dehydrierung 
ermoglicht. Er berechnet sich z. B. fiir 99°,ige Dehydrierung zu 5,2, fiir 
99,9°.ige zu 8,2 keal Mol. 

In der Tabelle I sind die maximalen Arbeiten (.1.A°), sowie die 
Warmeténungen (4 V) einer Anzahl von Dehydrierungsreaktionen ein- 
ander gegeniibergestellt, um die Berechtigung der Annahme eines 
Parallelismus beider GréBen nachzupriifen. Die Dehydrierungs- 
energien sind Arbeiten von Parks, Huffman und Mitarbeitern® ent- 


1 J. H. Quastel u. Wetham, Biochem. J. 1S, 519, 1924. 

* T. Thunberg, Skand. Arch. Physiol. 46, 339, 1925. 

* Der Fall des Methylenblaus ist natiirlich nur ein fingiertes Zahlen- 
beispiel, da sich Lésungen von der Aktivitaét 1 auf Grund der zu geringen 
Léslichkeit der Komponenten nicht herstellen lassen. 

3 Zum groBen Teil Parks u. Huffman, Amer. Soc. 52, 4381. 1930. 
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nommen und sind als Differenzen freier Bildungsenergien bestimmt, 
aihnlich wie V als Differenz der Bildungs(bzw. Verbrennungs-)warmen 
von Ausgangs- und Endprodukten. 

Im allgemeinen sind jedoch ihre Daten, die mit dem Adlteren und zu 
kleinen Entropiewert fiir Wasserstoff (14,8 fiir H,/2) erhalten worden sind, 
auf den neueren Wert (15,6) umgerechnet worden, was meist einer Er- 
niedrigung ihrer Zahlen um einige Prozent gleichkommt. 


Tabelle I. 


Freie Dehydrierungsenergien und -warmen einiger organischer Verbindungen 
(in keal /Mol). 





Nr. Reaktion — J A? —JjV 
Dibensoylathan —=" Dibensoylathylen 23.2 32.9 
2 Athan —> Athylen 22.6 42,8 
3 2-Methylbutan —>? Trimethylathylen 16,3 25,8 
4 Dibenzyl —=" Stilben 139° 24,5 
5 Toluol (2 Mol) —>? Dibenzyl 10,6 8,5 
6 Cyclohexan me Cyclohexen 10,3 21,3 
7 2, 2, 4-Trimethylpentan => Di-isobutylen 7,9 16,9 
8 Cyclohexan —>* Bensol 3.75 3.161 
9 Methyleyclohexan pS Toluol 3.7.5 3. 16,2 
10 Benzol (2 Mol) —»" Diphenyl 08 —24 


Wie man erkennt, erfolgt im allgemeinen gleichsinnige Anderung 
von gesamter und freier Energie, so daB also die Wielandschen Be- 
rec¢hnungen auf Grundlage der Warmeténungen zur ersten Orientierung 
iiber die energetischen Verhaltnisse bei der Dehydrierung ihren Wert 
beibehalten. Nur bei Athan—Athylen und Toluol—Dibenzy] ist der 
Parallelismus von 4A und AV durchbrochen. Meistens ist 4A be- 
trichtlich kleiner als AV, was im Sinne der Gleichung (1) auf 
einen positiven Temperaturkoeffizienten der maximalen Arbeit hinweist. 
Ausnahmen stellen die beiden ,,bimolekularen** Dehydrierungen von 
Benzol und Toluol dar. Obwohl die Erscheinung hier nicht erklart 
werden kann, ist sie insofern von Interesse, als sie auch spater bei der 
biologisch wichtigen Dehydrierung von Essigsiure zu Bernsteinsaure 
wiederkehrt. 

Auf mancherlei, vom rein chemischen Standpunkt recht interessante 


Einzelheiten der Tabelle soll an dieser Stelle, da es sich ja durchweg um 
nicht-biologische Reaktionen handelt, nicht weiter eingegangen werden. 
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Es sei hier nur auf die in den energetischen Verhaltnissen klar zum Ausdruck 
kommende, dem Organiker gelaufige Tatsache hingewiesen, da Paraffine 
schwerer dehydrierbar sind als Cycloparaffine und daB umgekehrt der 
Benzolkern viel schwieriger zu hydrieren ist als die Athylendoppelbindung. 
Dabei zeigt die bei der vollstandigen H ydrierung des Benzols zu gewinnende 
Energie von 22,5 kceal/Mol im Vergleich zu der fast die Halfte davon aus- 
machenden Hydrierungsenergie des Cyclohexans, daf die Einfiihrung der 
ersten Wasserstoffatome in den Benzolkern energetisch weit weniger er- 
giebig ist als die Hydrierung der Hydrobenzole ebenfalls im Einklang 
mit den praparativen Erfahrungen der organischen Chemie. 

Tabelle IT bringt eine Zusammenstellung energetischer und thermi- 
scher Daten fiir eine Anzahl] Dehydrierungs- bzw. Hydrierungsreaktionen 
von biologischem Interesse. Gruppe A umfaBt einige der bei enzymati- 
schen und Modellreaktionen gebriuchlichsten Akzeptorsysteme neben 
einigen anderen, diesen chemisch und energetisch nahestehenden Oxydo- 
reduktionssystemen. Gruppe B bringt eine Anzahl Beispiele fiir die 
Dehydrierung verschiedener dem Organismus mehr oder weniger ver- 
trauter Stoffe, soweit sich bei unserer heutigen Kenntnis einigermaBen 
sichere energetische Daten dafiir erhalten lieBen. Der Einheitlichkeit 
halber und um Vorzeichenwechsel der AA°- und AV-Werte zu_ver- 
meiden, sind alle Reaktionen als Dehydrierungen aufgezeichnet, auch 
die der Gruppe A, wo also der eigentliche Akzeptor als Reaktionsprodukt 
in der Dehydrierungsgleichung erscheint. AuBer A A® und AV entbalt 
die Tabelle auch noch eine Rubrik AE*, die das Normalpotential 
(fiir pyO) des Oxydoreduktionsvorgangs als das haufig primir Be- 
stimmte angibt. 

Werte von AA®, die durch Umrechnung aus 1E° nach Gleichung (11) 
erhalten worden sind, sind durch Kursivdruck gekennzeichnet. Ein- 
geklammerte AE°-Werte (z. B. im Gebiet der Sauerstoffiiberspannung) 
sind unsicher, eingeklammerte A A°-Werte bedeuten, daB die freie Bildungs- 
energie einer Reaktionskomponente nicht bekannt und darum geschitzt 
worden ist. 

Was die angewandte Schatzungsmethode betrifft, so ist die Entropie 
der betreffenden Verbindung im allgemeinen additiv erhalten worden, 


wobei nach Kelley! fiir H + 10,6, fir —C 13.6, fir —O + 2,0, 
! 
fiir O= + 21,2 gesetzt wurde und fiir jede sekundére OH-Gruppe drei 


Einheiten vom Gesamtwert in Abzug gebracht wurden. Fiir die Entropie 
der Elemente bei 25° sind 1,3 fiir C, 24,5 fiir O und der alte H-Wert 14,8 
verwendet worden, letzteres, da offenbar auch die obigen Konstanten aut 
dieser Grundlage erhalten worden sind. Der hierauf nach Gleichung (IV) 
errechnete Wert fiir die maximale Bildungsarbeit wurde, soweit als 
mdéglich, nach anderen Methoden kontrolliert. Eine Méglichkeit besteht 
z. B. darin, daB man mit dem aus der Verbrennungswarme geschitzten 
Wert vergleicht. Es zeigte sich namlich bei der Priifung von etwa 20 organi- 


1 Zitiert nach P. W. Wilson u. Peterson, Chem. Rev. 8, 427. 1931. 
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schen Verbindungen von bekannter Bildungsenergie, daB maximale Arbeit 
und Warmeténung bei der Verbrennung zu CO, und H,O einander auf 


wenige Prozent gleichkommen eine Tatsache, die im Prinzip schon 
langer bekannt ist!. Die Abweichungen betragen im allgemeinen nicht mehr 
als + 3% eine Ausnahme bildete Oxalsaure mit rund 30°, und sind 


fiir bestimmte Stoffgruppen von fast gleicher GréBe. So ist fiir die ein- 
facheren Alkohole, Ather und Ketone der Arbeitswert zwischen 96 und 98 °, 
des Verbrennungswertes; fiir die Polyalkohole und Zucker sind die Zahlen 
101 bis 102°, fiir verschiedene zweibasische Saéuren der C,-Reihe 102 bis 
104°.,. Halt man sich also an die Durchschnittswerte jeweils verwandter 
Verbindungen, so resultiert auf diese Weise im allgemeinen ein Zahlenwert 
fiir die freie Bildungsenergie der fraglichen Verbindung, der auf ganz wenige 
Einheiten mit dem nach der additiven Entropieschatzung erhaltenen 
iibereinstimmt. Auch der Vergleich der maximalen Arbeiten analoger 
Ubergangsreaktionen vermag einem geschatzten Wert einen héheren Grad 
von Sicherheit zu verleihen. So berechnet sich die freie Bildungsenergie 
des Acetaldehyds nach der Entropieschatzung zu 31,5, aus der Verbrennungs- 
warme (mit 97°.) zu 31,0 keal; die Ubergangsarbeit Lsopropylalkohol- 
Aceton ist 11,0 keal. die freie Bildungsenergie des Athylalkohols 41.7 keal. 
Subtrahiert man hiervon 11,0 keal, so wiirde sich fiir Acetaldehyd eine 
Bildungsarbeit von 30,7 kcal ergeben. Nach diesen verschiedenen Priifungs- 
methoden besteht wohl kaum ein Zweifel, daB der Wert 31 fiir die maximale 
Bildungsarbeit des Acetaldehyds der Wahrheit recht nahe kommen diirfte. 


Auch in den Fallen, in denen die Bildungsarbeit der einzelnen Ver- 
bindung nicht mit solcher Sicherheit zu schatzen ist wie beim Acetaldehyd, 
z. B. bei Milehsdiure und Brenztraubenséure, diirfte der Differenzwert 
der Dehydrierungsarbeit doch mit relativ unbedeutendem Fehler hehaftet 
sein. In diesem Falle hat man zudem die Kontrolle durch den Redox- 
potentialwert Wurmsers vgl. Tabelle IT. 


Relativ am unsichersten diirfte der am SchluB der Zusammenstellung 
anhangsweise gegebene Wert fiir die thermisch bekanntlich fast neutrale 
Decarboxylierung der Brenztraubensaure? sein. Ausgangs- und Endprodukte 
gehoren verschiedenen Stoffgruppen an, fiir die beide noch keine direkten 
Bestimmungen der maximalen Bildungsarbeit vorliegen. Immerhin zeigt 
der Vergleich mit einigen anderen, enzymatisch allerdings nicht durchfiihr- 
baren Decarboxylierungsreaktionen mit bekannter Bildungsenergie der 
Reaktionsteilnehmer, da®B der merkwiirdig hohe positive Wert fiir die 
Decarboxylierungsenergie der Brenztraubenséure zum mindesten nicht 
vereinzelt dastehend ist. 


Im iibrigen sind alle mitgeteilten Energiedaten, soweit sie aus der 
Differenz von Bildungsenergien erhalten sind, nur in erster Annaherung 
richtig, da sie sich zumeist auf festen, fliissigen oder gasférmigen 
Aggregatzustand beziehen, wahrend die biologischen Reaktionen ja 
allgemein in verdiinnten wiasserigen und zudem meist annahernd 
neutralen Lésungen stattfinden. Strenggenommen miBten also noch 


1 Z. B. Baron u. Pélany, diese Zeitschr. 53, 1, 1913; ferner R. Hoéber, 
Physik. Chem. d. Zelle u. Gewebe. Leipzig 1926. 
2 C’. Neuberg, diese Zeitschr. 152, 203, 1924. 
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Losungs- und Jonisationsarbeiten in Rechnung gestellt werden, welche 
sich ja beide aus Gleichgewichtsdaten (Léslichkeit, Dampfdruck, 
Dissoziation) unschwer nach Gleichung (VI) errechnen lassen. In 
der folgenden Zusammenstellung, bei der es zudem nur auf eine vor- 
laufige Orientierung und den Vergleich der alteren thermochemischen 
mit den neueren energetischen Daten abgesehen ist, wurde auf diese 
Korrektion der Werte verzichtet, um so mehr, als in den meisten der 
mitgeteilten Falle, wo Ausgangs- und Endprodukte von gleicher Natur, 
also entweder neutrale Korper oder aber z. B. Sauren sind, diese 
Korrektionen in der gleichen Richtung liegen und sich zum guten Teil 
herausheben diirften. 


Die 1AA°-Werte wurden zum gréBten Teil auf Grund der Angaben 
von Landolt-Bérnsteims Tabellen (Erganzungsband II, 2, 1931) berech- 
net, die 4I#°-Werte sind teils den .,Critical Tables‘, teils neueren 
Originalarbeiten entnommen. Die Bildungsenergien der Aminosiéuren 
\lanin und Asparaginsiure entstammen einer kiirzlich erschienenen Arbeit 
von Huffman und Borsook'; der Wert fiir Glykokoll wurde auf Grund 
hrer Angabe, daB dessen Entropiewert (S250) um 5,5 Einheiten kleiner sei 
ils der des Alanins, zu 87,6 keal berechnet. Die Werte fiir Bernsteinsiaure 
und Fumarsaéure sind durch Umrechnung der von Parks und Huffman? 
gegebenen Zahlen auf den neueren Entropiewert des Wasserstoffs erhalten 
worden. Folgende Werte fiir die maximale Bildungsarbeit sind nach den 
ruher mitgeteilten Methoden durch Schatzung bestimmt worden: Form- 
idehyd 20,5, Acetaldehyd 31,0, Milchsaéure 126, Brenztraubensaure 
115 keal; der Wert fiir Acetaldehydhydrat (87,6 kea!) ist durch Addition 
der Werte fiir Acetaldehyd und H,O erhalten worden, abnlich wie man in 
Unkenntnis der Gleichgewichtskonstanten der Hydratisierung etwa die 
Bildungsenergien fiir NH,OH oder H,CO, festlegt. Wie schon oben er 
wahnt, gelten fast alle Werte fiir die bei 25° jeweils stabilen Agyregat- 
zustande, ausgenommen die Falle, in denen die Dehyvdrierungsenergie 
direkt, durch Potentialbestimmung in wiasseriger Lésung, ermittelt worden 
ist; ferner ist, da energetisch wichtig, bei der Aminosiéuredehydrierung 
auf den ionisierten Zustand der Reaktionsprodukte Riicksicht genommen. 

Der Vollstandigkeit halber und um den Vergleich mit der urspriing- 
lichen Tabelle Wielands zu erleichtern, sind auch einige Dehydrierungs- 
reaktionen biologischer Bedeutung, von denen nur die Warmeténung 
hekannt ist und eine Schatzung der maximalen Arbeit zu unsicher 
wiirde, in die Tabelle aufgenommen worden. 

Bei der Berechnung der Warmeténungen wurden iibrigens allgemein 


lie neuesten, nach Landolt-Bérnstein zuganglichen Verbrennungswerte 
zugrunde gelegt, sowie die auch bei der Berechnung von 4 A® mabgebenden 


Aggregatzustande. 


Besondere Anmerkungen und Erklarungen zu den einzelnen Zahlen- 
werten der Tabelle folgen im unmittelbaren AnschluB an diese. 


1H. M. Huffman u. Borsook, Amer. Soc. 54, 4297, 1932. 
2 Parks u. Huffman, Am. Soc. 52. 4381, 1930, 
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Tabelle II. 
Maximale Arbeit, Redoxpotential und Warmetonung biologisch 
interessanter Dehydrierungsreaktionen. 
Nr. Reaktion J A° JE° —J\ 
A. 
— H. 
1 0, + HO — Os 89,0 (1,9) 102.4 
H. 
2 2,0 —’ H,0, 85,0 (1,8) 91,7 
H 
3 H,O —* 3, 0, 56,6 = 1,23 68,3 
Hy 
4 NOs +H,0 —* NO, 38.6 49.9 
CHOH _ 4, CO 
5 — (Isatin} 39,5 0,792 
CO ! zuU 
NH NH 
— 
6 H,0, — O 31,5 (0,7) 44.9 
NH, NH 
7 ; H, = ‘ 
7 —_> 35,2 0.763 = 
NH, NH 
NH, NH 
—H ‘ = 
8 32,8 0,713 
OH 0 
OH if) 
ce) =f P 
9 = 32,2 0,700 42.8 
a 
OH oO 
‘ 7 Ss . 
(CHg)oN. ; N(CH) 
10 
NH 
be 7 S rq 
(( Hs)2Nx N(CHs)2 
; 245 592 - 
— Hs | (Methylen- 246 | 0,588 
blau) 














102,4 
91,7 
68,3 


49.9 


44.9 


42,8 











Knergetik der Dehyvdrierungsreaktionen. 


Tabelle II (¥ortsetzung). 


291 





29 
[30 
[31 


Reaktion 


NH—CO NH-CO 
| 


| | H. 
CO CHOH —* CO CO (Alloxan) 


—H, 
Glykokoll + 2H,O0 —» CH,O0+NHj; + HCO: 


— Hy 
Alanin+ 2H,0 —* CH,.CHO+ NH, 
= HCO! 


a ah on 
Asparaginsaure + 2H,O0 —>" CHs.CO.CO,H 
+ NH, + HCO; 


— a we : 
Bernsteinsaure —> [umarsiure 
: i Je a. oe 
Stearinsaure (f1) —>»" Olsaure 
ae . — Hy — 
Essigsaure (2 Mol) —»>  Bernsteinsaure 
- H, 
Athylalkohol —» <Acetaldehyd 
H, 
Isopropylalkohol —» Aceton 
; " Hy 
Milchsaure —>  Brenztraubensiure 
sa i I 
Saligenin —>  Salicylaldehyd 
- —t . 
Sorbit —> Glucose 
, . a H, o 
Xanthin —» Harnsiaure 
Hy» bees 
Acetaldehyd (hydrat) —»" Essigsiure 
vs * Speers 
Salicylaldehyd (hydrat) —»* Salicyisiure 
. - Hy ,, 
Ameisensaure —>» CQ, 
. — He : 
Oxalsiure —> 2CQ, 


H 
Brenztraubensaure + H,O —>* CH,CO,H 
+0, 
Brenztraubensiure —> CH,;CHO + CO, 
Bernsteinsture —» (H,.CH,.CO,H + C0, 


Kssigsiure —» CH, + CO, 


16.9 


(21,3) 


(12,0) 
(12,7) 


4 21,9 


20,7 


JE 


0.367 


0,450 


0,250 


19* 


21,0 


31.3 
82.8 


20,8 
18.9 


15,0 


13,9 


- 0,3 
10,5] 
4.8] 
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Anmerkungen zu Tabelle I. 


Zu 5d. 7. 8. Die von L. F. Fieser (Am. Soc. 52, 5204, 1930) nur fiir 


wisserig-alkoholische Pufferlésungen bestimmten Werte des Normal- 
potentials dieser drei Systeme 0,813, 0,783, 0,733 Volt sind schaétzungsweise 


fiir waésserige Lésungen von px 0 umgerechnet unter Benutzung der Tat- 
sache, daB o-Chinon Brenzeatechin in den beiden Lésungsmitteln die 
Normalpotentiale 0.810 bzw. 0,790 Volt aufweist (L.F. Fieser u. Peters, 
Am. Soc. 53, 793, 1931). 

Zu 10. Potentialwert von WM. Clark, Cohen und Gibbs (Publ. Health 
Rep. 40, 1131, 1925). Der Meyerhofsche Wert fiir die Warmeténung der 
Reaktion, 25,7 keal (Pfliigers Arch. 149, 250, 1912) ist nach Clark unbrauch- 
har. da Meyerhof Aggregatzustand der Komponenten und pu, sowie dem- 
gemaB Lésungs- und Ionisierungswarmen nicht beriicksichtigt hat. Nach 
Clarks eigenen Versuchen (1. c.) lieBe sich fiir AV bei pu 0 ein Wert in der 
Nihe von 40 keal extrapolieren [nach Gleichung (1) mit 4£  statt 

14], doch ist der Temperaturkoeffizient besonders fiir diese Aziditits- 
bedingungen nicht hinreichend genau bekannt. 

Zu ll. Werte nach E. Biilmann und Berg (B. 63, 2188, 1930). 

Zu 12, 13, 14. In der Arbeit von Wieland und Bergel iiber die De- 
hydrierung der Aminoséuren (A. 439, 196, 1924) sind fiir die (negativen) 
Dehydrierungswarmen der obigen drei Aminosdiuren Werte angegeben. 
die zwischen 51 und 52 keal liegen. Diese Werte gelten jedoch fiir gas- 
formiges NH, (bzw. CO,). Wie der Vergleich mit den in der Tabelle mit- 
geteilten, nur etwa halb so groBen Werten fiir die gelésten und ionisierten 
Reaktionsprodukte — zu denen man unter physiologischen Bedingungen 
wohl stets gelangen diirfte — zeigt, spielen hier Lésungs- und Neutralisations- 
wirmen in der thermochemischen Bilanz der Gesamtreaktion eine sehr 
wichtige Rolle. Auch die Anderung der freien Energie wird durch die Form 
des Auftretens der Reaktionsprodukte beeinfluBt, indem die Dehydrierungs- 
arbeit bei der Bildung gasférmigen NH, und CO, rund 4,5 kcal héher liegt 
als bei Entstehung der entsprechenden Ionen. 

Es wurde versucht, auch die Energie- und Warmeumsetzungen bei 
der Aminosadurehydrolyse zur entsprechenden Oxyséure abzuschitzen. 
Mit den nach den friiheren Methoden erhaltenen Werten fiir die Bildungs- 
arbeit von Glykolsiure, Milchséure und Apfelsiure (129, 126, 214 keal) 
und fiir NH,-Ilon = 18,9 keal ergaben sich die maximalen Nutzarbeiten 
von bzw. + 3.8, — 0.5 und + 3,1 keal, die Warmeténungen von bzw. 4,1, 

- 6,4und — 4,7 keal fiir die Hydrolyse der drei Aminosiéuren in Tabelle IT, B. 
Die Hydrolyse der Aminoséuren scheint also sowohl hinsichtlich der An- 
derungen der freien als auch der Gesamtenergie ziemlich neutral zu sein. 

Zu 15. Potentialwert, durch Extrapolation der von J. Lehmann 
(Skand. Arch. Physiol. 58, 173, 1930) zwischen py 5,25 und 8,07 erhaltenen 
Daten (bei Gegenwart von Succinodehydrase und kleinen Mengen Methylen- 
blau) auf px 0 resultierend. In Anbetracht der Unsicherheit des auf so 
groBe pxy-Differenzen extrapolierten Normalpotentials scheint die gute 
Ubereinstimmung der beiden durch Entropie- und EMK-Messungen 
{.4°-Werte recht beachtlich. 

Zu 20. R. Wurmsers Potentialwert (0,200 Volt fiir pH 7,4; C. r. 194. 
2139; 195, 81, 1932), bei Gegenwart von Lactidodehydrase kolorimetrisch 
bestimmt, auf px 0 extrapoliert nach der Beziehung Epg0 = Epy x 

0,06 py x; auch hier auffallend gute Ubereinstimmung zwischen thermisch 
und elektrometrisch bestimmtem 4 4°-Wert. 
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Zu 24. Hinsichtlich des angedeuteten Maximalwertes fiir das Redox 
potential vgl. die frither zitierte Arbeit Rapkines. 

Zu 26. AA%-Wert gilt, wie gewdhnlich, fiir fliissige Ameisensaure 
und gasférmiges C'O,; fiir wasserige Lésungen beider berechnet sich nach 
den Daten Landolt-Bérnsteins 4,3 (statt 9.5) fiir 4A°. 

Zu 27. Der auffallend hohe, positive Wert fiir die Dehydrierungs- 
energie der Oxalsiure geht auf den wie schon friiher erwihnt 
relativ niederen Wert von 166 kcal fiir die Bildungsarbeit der Oxalsiure 
zuriick (nach Kelleys Formel wiirde sich 170, nach der Verbrennungswarme 
jedoch 185 keal berechnen). 

Zu 30. Bildungsenergie der Propionsiure als Mittel der Bildungs- 
energie von Essigséure (94.3) und n-Buttersiure (93.1) geschatzt. 

Tabelle II ist in mehrfacher Hinsicht aufschluBreich. Zuniichst 
zeigt sie, daB praktisch alle bei biologischen Untersuchungen und Modell- 
reaktionen gebrauchlichen Wasserstoffakzeptoren der Gruppe <A die 
Dehydrierung der unter B zusammengestellten Substrate energetisch 
bestreiten kénnen allenfalls mit Ausnahme des Alloxans, das ja 
bisher auch nur bei der Dehydrierung der Aminosduren zur Anwendung 
gekommen ist. Dagegen ist die Akzeptormethode fiir den Fall, dai 
sowohl Donator als Akzeptor von ahnlicher (z. B. chinoider) Struktur 
sind, erheblichen Beschrankungen unterworfen. DaB man mit Methylen- 
blau nicht Hydrochinon, p-Phenylendiamin oder p-Aminophenol in 
irgendwie erheblicherem AusmaB dehydrieren kann, ist aus den Zahlen 
fiir AA® und AE£® klar ersichtlich. Szent-Gydrgyis' auf das Versagen 
dieses sonst so allgemein verwendbaren Wasserstoffakzeptors  ge- 
griindete Folgerung, daB diese Stoffe nur durch aktivierten Sauerstoff 
angegriffen wiirden, ist damit natiirlich hinfallig und allein schon mit 
dem haufig beobachteten Auftreten von H,O, bei der Autoxydation 
von Phenolen, Farbstoffleukoverbindungen usw. unvereinbar. — Be- 
merkenswert ist in diesem Zusammenhang, da die erste Stufe der 
Sauerstoffhydrierung (zu H,O,) im Gegensatz zur zweiten (zu H,O) 
energetisch nur recht maBig ergiebig ist und in dieser Hinsicht der 
Reduktion der Chinone und Chinonimine an die Seite zu stellen ist. 
Ein groBer Teil der gewéhnlich dem ,,aktivierten’’ Sauerstoff zuge- 
schriebenen Wirkungen beruht in Wirklichkeit haufig in einer Mobili- 
sierung der Akzeptoreigenschaften des H,O, und der damit folgenden 
drei- bis vierfachen Erhéhung des urspriinglich und primar zur Ver- 
fiigung stehenden Potentialgefilles. 

DaB molekularer Sauerstoff trotz der Gleichheit der Normalpotentiale 
(bzw. normalen Nutzarbeiten) O, H,O, und Chinon Hydrochinon schon 
im sauren Gebiet das Hydrochinon katalysatorfrei unter deutlicher Bil- 
dung von H,O, dehydriert, wie auch andere Systeme von noch héheren 
Normalpotential angreift, geht im wesentlichen wohl auf die Konzen 
trationsverhaltnisse zuriick. Nach dem friiher Gesagten wiirde fiir den 


1A. Szant-Gyorgyi. 1. e. 
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iiblichen Fall, da man von reinem Hydrochinon und reinem Sauerstotf 
rein im Sinne von H,O,-frei — ausgeht, bei gleicher Ausgangskonzen- 
tration beider Komponenten die Dehydrierung des Hydrochinons zu rund 
50°, ablaufen. In praxi liegen die Verhaltnisse fiir die Oxydation des 
Hydrochinons meist noch erheblich giinstiger. Der Sauerstoff ist haufig 
in praktisch konstanter, wenn auch nicht immer der Substratkonzentration, 
so doch der Substratmenge weit tiberlegener Quantitaét vorhanden. H,O, 
kann langsam rascher bei Gegenwart metallischer Katalysatoren 
mit dem Substrat weiterreagieren, was zur relativen Erhéhung des theoretisch 
zu erwartenden Redoxpotentials O,/H,O, fiihrt. Auf der anderen Seite 
wird die Konzentration des Chinons, das besonders bei héherem py leicht 
irreversibel zu huminartigen Kondensationsprodukten verandert werden 
kann, und damit das Redoxpotential Chinon/Hydrochinon niedriger, als 
es der Primarreaktion entspricht, gehalten. Der Gesamteffekt besteht 
also in einer relativen Vergr6Berung der Potentialdifferenz zwischen Ak- 
zeptor- und Donatorsystem und dementsprechend einer Erhéhung des 
Gesamtumsatzes gegeniiber dem fiir die reine Hauptreaktion thermo- 
dynamisch zu erwartenden. Sind derartige Folge- und Nebenreaktionen 
méglich, so vermégen sie die thermodynamischen Voraussetzungen der 
Hauptreaktion unter Umstanden recht erheblich zu modifizieren. 

Eine allgemeine Beziehung zwischen der thermodynamischen GréBe 
des Redoxpotentials und der kinetisch-statistischen der Reaktionsgeschwindiq- 
keit ist bisher noch nicht aufgefunden worden, was ja auch prinzipiell kaum 
zu erwarten ist. Jedoch ist in letzter Zeit wiederholt bei Autoxydations- 
svstemen analogen Baues eine weitgehende Parallelitét beider GréBen 
beobachtet worden'. Fiir eine Anzahl von Farbstoffsystemen definierten 
Redoxpotentials hat Barron* kiirzlich sogar exakte Proportionalitit 
zwischen dem log der Reaktionszeit und dem Redoxpotential festgestellt. 


Wie man erkennt, besteht auch in Tabelle 2 (zum mindestens fiir 
die reinen Dehydrierungen) ein ziemlich durchgehender Parallelismus 
zwischen den Anderungen der freien und der Gesamtenergie. Eine 
der beachtlicheren Ausnahmen ist die Dehydrierung der Essigsiure zu 
Bernsteinsiure, die hinsichtlich der Nutzarbeit zwar nicht so stark 
begiinstigt ist, wie dies Wieland hinsichtlich der thermischen Verhalt- 
nisse festgestellt hat, die aber immerhin nur die halbe Energie der Bern- 
steinsiuredehydrierung erfordert. Merkwiirdig ist, daB A A°- und A V- 
Wert fast die gleichen sind wie fiir die Dehydrierung von Toluol zu 
Dibenzyl (vgl. Tabelle 1) und daB, wie schon erwahnt, letzterer auch 
dort aus der Reihe herausfallt. Die giinstigen thermodynamischen Ver- 
haltnisse bimolekularer Dehydrierungen sind von Interesse hinsichtlich 
der allgemeineren Méglichkeit von Fettsiuresynthesen nach dem Schema 
der Bernsteinséurebildung, die ja in der Tat schon von Thunberg® 
in den Kreis der Betrachtung gezogen worden ist. 


1 W. Franke, A. 480, 1, 1930; 486, 242, 1931; L. Michaelis u. Smythe, 
J. of biol. Chem. 94, 329, 1931. 

2G. Barron, J. of biol. Chem. 97, 287, 1932. 

3 7. Thunberg, Skand. Arch. Physiol. 40, 1, 1920. 
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Von Interesse sind auch die naheren Umstande bei ‘der Amino- 
siuredehydrierung. Hier ist es ja seit langem bekannt, daB der Sauerstoff 
bei etwas erhéhter Temperatur durch andere Akzeptoren, wie Alloxan 
(Streckersche! Reaktion), Chinon, Isatin® ersetzt werden kann. Wieland 
und Bergel® zeigten, daB bei Gegenwart von Palladiummohr die Reaktion 
mit Alloxan und Chinon (auch Dinitrobenzol) schon bei gew6hnlicher 
Temperatur meBbar wird. 


Dagegen ist die in der gleichen Arbeit angegebene dehydrierende 
Wirkung von Dithiodiglykolsiure an Kohle sehr unwahrscheinlich und 
hedarf der Nachpriifung, um so mehr, als keine quantitative Cbereinstimmung 
zwischen der (stets zu hoch gefundenen) CO,- und NH,-Bildung und der 
Akzeptorhydrierung bestand. Fur die Thiosysteme sind leider keine 
thermischen Daten zuganglich, und die haufig untersuchten Potentiale 
sind nicht reversibel und daher nicht in der sonst tiblichen Weise thermo- 
dynamisch auswertbar. Es ist aber eindeutig gezeigt worden*, dab die 
SH-Verbindungen vom Typus des Cysteins und der Thioglykolsiure alle 
Clarkschen Redoxindikatoren, auch die Indigosulfonate vollstaéndig redu- 
zieren, wahrend andererseits die Disulfide von Wasserstoff an Platinmetall 
reduziert werden®. Das elektronegativste Indigofarbstoffsystem ist nun 
das Monosulfat, mit einem Normalpotential bei py 0 von rund 0,250 Volt; 
fiir 99,9°.ige Reduktion wiirde dieser Wert um 3. 0,030 = 0.090 kleiner 
werden (= 0,160 Volt), fiir 99,9°,,ige Reduktion des Disulfids durch Wasser- 
stoff bei pu wiirde ein Wert von etwa + 0,090 Volt resultieren. Zwischen 
diesen beiden Werten diirfte also das fiktive Normalpotential der Thio- 
systeme liegen, also in der Nahe 0,125 Volt (= 5,75 fiir 44°). Dieses 
Potential reicht aber auch im giinstigsten Falle nicht zu einer merklichen 
Dehydrierung der drei Aminosiuren (12 bis 14) aus. Da auch die in 
der gleichen Arbeit behauptete, thermodynamisch gleich unmédgliche 
Dehydrierung von Bernsteinsiure durch Dithiodiglykolsaure (an Zell- 
gewebe) in spéteren Versuchen nicht reproduziert werden konnte®, liegt 
wohl sicher in beiden Fallen ein prinzipieller methodischer Versuchsfehler 
Bergels vor. 

Merkwiirdigerweise hat nun Methylenblau, der Wasserstoffakzeptor 
par excellence, gegeniiber der Dehydrierung der Aminosauren, sowohl 
in den Modellversuchen Wielands mit Palladium und Kohle als auch in 
den Versuchen Thunbergs? mit Muskelgewebe als Dehydrierungs- 
katalvsator, so gut wie vollstandig versagt. Auf Grund des alten Wertes 
von Meyerhof fiir die Hydrierungswirme des Methylenblaus (25,7 keal) 
und der Wielandschen fiir die Dehydrierung der Aminosiuren zu Keto- 


' 4. Strecker, A. 123, 363, 1863. 

2 W. Traube, B. 44, 3145, 1911. 

3-H. Wieland u. Bergel, A. 489, 196, 1924. 

+ oM. Dixon u. Tunnicliffe, Biochem. J. 21, 844, 1927. 

5 Vgl. z. B. L. Michaelis, Oxydoreduktionspotentiale. Berlin 1929. 
® H. Wieland u. Bertho, A. 467, 154, 1928. 

7 T. Thunberg, Skand. Arch. Physiol. 40, 1, 1920. 
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saure und N H,-Gas (51 bis 52 keal) schien der Fall einer thermodynami- 
schen Insuffizienz des Akzeptors hier durchaus méglich, was von Wieland 
auch in Erwagung gezogen wurde. Tabelle II schaltet jedoch diese 
Méglichkeit mit Sicherheit aus, die maximale Arbeit der Methylenblau- 
hydrierung ist zur Dehydrierung der Aminosauren mehr als ausreichend : 
eher kénnte man noch an der Zulanglichkeit des Alloxans, wenn auch 
nicht allgemein, so doch im Einzelfall, so z. B. bei Glykokoll, zweifeln, 
aber gerade die Streckersche Reaktion ist ja eines der altesten Beispiele 
einer sauerstofflosen Dehydrierung. 


Man darf aber nicht vergessen, daB ausreichendes thermodynami- 
sches Potential zwar die Voraussetzung dafiir ist, daB eine Reaktion 
eintreten kann, nicht aber, daB sie eintreten mug. Ein besonders 
typisches Beispiel dafiir ist die tiberraschende Beobachtung von 
Harries und Langheld', daB& Ozon mit seinem gewaltigen Oxy- 
dationspotential aliphatische Aminosaiuren nicht, aromatische nur 
vom Kern aus angreift. Bei der Dehydrierung der Aminosiuren 
scheinen also rein chemische Momente eine wichtigere Rolle zu 
spielen als bei analogen Reaktionen der anderen Gruppen zell- 
vertrauter Stoffe, was ja bei der besonderen Art des Angriffspunkts 
der Dehydrierung im Falle der Aminoséuren an sich nicht wunder- 
zunehmen braucht. 


Die Erfahrung mit Methylenblau legt es nahe, der CO-Gruppe der 
wirksamen Akzeptoren eine besondere chemische Funktion beizulegen. 
Ob man diese Reaktionen dann allerdings noch als einfache, reine De- 
hydrierungen im iiblichen Sinne bezeichnen kann, ist eine andere Frage. 
DaB ,,.Nebenreaktionen** bei der Dehydrierung der Aminoséuren einen 
breiten Raum einnehmen, erkennt man schon an den intensiven dabei 
auftretenden Farbungen. Ferner hat Wieland bei der Dehydrierung durch 
Chinon, Neuberg*? bei derjenigen durch Methylglyoxal festgestellt, daB die 
NH,-Bildung weit hinter der von Acetaldehyd und CO, zuriickbleibt. 
ganz zu schweigen von den Nebenreaktionen des NH, bei der Streckerschen 
Reaktion. Ein Hinweis auf eine mégliche Reaktionsweise der CO-Gruppen 
und eine eventuell bestehende Verwandtschaft zweier Erscheinungen 
mag hier angebracht werden. Langenbeck® hat gezeigt, daB Amino-oxindo/l 
ein ungemein wirksamer Katalysator der x-Ketosaéurespaltung ist, wobe! 
die substituierte Iminoséure, z. B. im Falle der Brenztraubenséure dic 
Verbindung 


CH, 

/\—CH—N=C 

Ca ag 

CO CO,H 

\ *\ 2 
NH 


' C. Harries u. Langheld, H. 51, 373, 1907. 
2 C. Neuberg u. Kobel, diese Zeitschr. 185, 477, 1927; ISS, 197, 1927. 
3 W. Langenbeck, Angew. Chem. 45, 97, 1932. 
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die reaktionsvermittelnde Molekiilgattung darstellt, die durch H,O in 


NH CH, 
CH 
+ O=t + CO, 
CO 
NH H 
zerfallt. Die Reaktion von Isatin und Alanin kann nun primar zur Ver 
bindung CH,g 
(—N—CH 


CO COH 
NH 


fiihren, die durch eine intramolekulare Dehydrierung der Aminosiure 
in die Verbindung Langenbecks iibergehen wiirde. 


CHy CH, 
| H 
C=N—CH C—-N=( 
| wtp 
CoO COjH CO COH 
NH Nu 


Letztere Verbindung wiirde dann ganz im Sinne der Wielandschen An- 
schauung von der primiren Decarboxylierung der  Lminosiure durch 
Hydrolyse des Imins zu Aldehyd und Aminooxindol fiihren. 
Eine analoge Reaktion der Aminosiéiuren mit Alloxan kénnte ent 
sprechend Uramil liefern, das dann mit Alloxan in Purpursdure 
NH—CO CO—NH 
| | | 


CO C=N—CH CO 


| | 

iibergeht. NH—CO CO—NH 

Fiir die Reaktion zwischen Chinon und Aminosdéure besteht nach 
E. Fischer! bekanntlich noch eine andere Reaktionsméglichkeit. die auch 
Wieland in Erwagung zieht, namlich die Bildung der intensiv gefiarbten. 
in alkoholischer Lésung so auBerordentlich leicht entstehenden 1.4 Sul 
stitutionsprodukte von Aminosiure und Chinon 

0 


R —NH—CH—CO,H 


HO, C—HC—N H— R 
0 
deren Dehydrierung 1, 4-Diaminochinon, Aldehyd und CO, ergeben wiirde. 
Ob die einfache, zu aquivalenten Mengen NH, und CO, fiihrende 
Dehydrierung der Aminosduren, die ja nach der Bildung von NH, (bzw 
Murexid) zu schlieBen stets ebenfalls statthat, nun parallel mit den oben 


geschilderten Vorgiaingen ablauft, oder aber ob sie worauf die Unwirksam 
keit von Methylenblau hindeutet mit diesen Vorgangen irgendwi 


! BE. Fischer u. Schrader, B. 48, 525, 1910. 














I, 
t 
; 


298 W. Franke: 


energetisch oder chemisch gekoppelt ist, kann hier nicht entschieden werden ; 
jedoch ist es denkbar, dal die primaren Kondensationsprodukte von 
Akzeptor und Aminosiure nicht nur intramolekular, sondern auch nach 
auBen hin weiterhin Akzeptoreigenschaften betatigen kénnten. 

DaB die von Wieland auf Grund seiner Warmeténungswerte 
gemachte Feststellung, wonach ,,die erste Phase des Aminosiureabbaues 
energetisch offenbar den wenigst ergiebigen ProzeB unter den gleich- 
artigen Reaktionen der drei Gruppen Kohlehydrate, Fette und Eiweif- 
kérper darstellt‘‘, zum mindesten fiir physiologische Bedingungen 
nicht gelten diirfte, geht aus den Energie- und Warmedaten der Tabelle IT 
eindeutig hervor. Es ist vielmehr der erste Angriff der gesattigten Fett- 
siuren, die Ausbildung der aliphatischen Athylendoppelbindung, die 
den gréBten Energieaufwand erfordert, fast doppelt so groB wie derjenige 
fiir die Dehydrierung der héheren Aminoséuren oder auch die fir den 


Zuckerabbau  charakteristische Umwandlung der CHOH- in die 


| 
CO-Gruppe. Die geringen Schwankungen in den Energiewerten fiir 


Vorginge des letzteren Typs ist tibrigens bemerkenswert. 

Ein weiteres beachtliches Faktum der Tabelle ist, daB die akzeptor- 
freie Dehydrierung von Aldehydhydraten nicht nur mit positiver 
Warmeténung, sondern sogar unter Abnahme der freien Energie erfolgt. 
Die altbekannte, aber nicht eigentlich selbstverstandliche Tatsache, 
daB die Carboxylgruppe keinerlei Akzeptoreigenschaft zeigt, findet 
hierin ihre thermodynamische Begriindung. 

DaB wasseriger Acetaldehyd am Palladiumkontakt auch ohne CGegen- 
wart eines besonderen Akzeptors weitgehend unter Bildung von Essigséure 
und Wasserstoff in aquivalenten Mengen zerlegt wird, hat Wieland! bereits 
in einer seiner ersten Dehydrierungsarbeiten gezeigt. Aber das Palladium 
ist unter diesen Bedingungen kein idealer Katalysator, sondern ein Re- 
aktionsteiInehmer, dessen Beladung mit Wasserstoff weder thermisch 
noch energetisch neutral ist. Der energetische Wert (+ 6,7) der Aldehyd- 
dehydrierung wiirde iibrigens, wenn er hinreichend exakt ware, nach 
friiheren Ausfiihrungen einer ziemlich vollstandigen Reaktion entsprechen. 
Da jedoch mit der Bildungsenergie fiir Eisessig und einem nur geschatzten 
Wert fiir Aldehydhydrat gerechnet wurde, lassen sich quantitative Aus- 
sagen nicht machen. 

DaB Ameisensiure- und Oxalsaiurelésungen bei Gegenwart von 
Palladiummohr (unter Aufbrausen) in H, und CQ, zerfallen — wie dies 
den energetischen Verhaltnissen entspricht —, ist schon vor 20 Jahren 
von Zelinsky* bzw. Wieland* angegeben worden. 

' H. Wieland, B. 45, 2606, 1912. 


2 N. Zelinsky, B. 44, 2309, 1911. 
3 H. Wieland, B. 46, 3333, 1913. 
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Das Ergebnis, dali die anhangsweise angetiihrte, thermisch so gut wie 
neutrale Decarboxylierung der Brenztraubensaiure! unter recht beachtlicher 
Abnahme der freien Energie verlaufen diirfte, ist tiberraschend, nach dem 
Vergleich mit den endothermen Decarboxylierungen der beiden anderen 
Sauren, die zu annahernd gleichen 4 A°-Werten fiihren, aber keineswegs 
unwahrscheinlich. 


Zur Energetik des Hexoseabbaues. 


Nach AbschluB der Arbeit wurde ich auf die von Newberg und Hofmann ? 
kiirzlich durchgefiihrte Bestimmung der Verbrennungswirme von Methyl- 
vlyoxal aufmerksam. Auf Grund des Verbrennungswertes (345,7 kcal) 
ergibt sich fiir die freie Bildungsenergie des Methylglyoxals nach Kelleys 
empirischer Formel 54 keal (aus der Verbrennungswarme allein mit 
98°, 56 keal). Mit dem ersteren Wert und dem entsprechenden an 
nihernden fiir das Methylglyoxalhydrat 110.5 keal laBt sich die 
maximale Arbeit einiger biologisch wichtiger Reaktionen des Methy!l- 
glyoxals berechnen, wovon in der folgenden kleinen Zusammenstellung 
einige Beispiele gegeben sind. 





Reaktion 4 A° Jl 
(;lucose —>» 2 Methylglyoxalhydrat . ae eee Won + 5,0 + 47%) 
Methylglyoxalhydrat —» Milchsiiure . ‘ + 15.5 + 11,3) 
2 Methylglyoxalhydrat —> Brenztraubensaure + L Glyee rin + &,0 + 138 
Methylglyoxalhydrat 42, Brenztraubensaure . . . + 45 — 17 


Das wichtigste Ergebnis der Tabelle ist, dab bei der Glykolyse die 
maximale Nutzarbeit der zweiten Reaktionsphase ungleich gréBer ist als 
die der primaren Hexosespaltung (31 gegen 5 keal), ahnlich wie dies von 
Neuberg und Hofmann in der erwaihnten Arbeit bereits fiir die Warme- 
ténungen festgestellt worden ist (22,6 gegen 4,9 keal). Die energetischen 
Verhaltnisse bei der Dehydrierung des Methylglyoxals sind ahnlich wie 
bei der analogen Reaktion des Acetaldehyds (Tabelle I1). 

Zuletzt sei noch eine tabellarische Zusammenstellung der maximalen 
Nutzarbeiten und der Warmeténungen bei der vollstandigen ,,.Veratmung”™ 
und den verschiedenen Vergaérungsformen von Zucker gegeben. 





Reaktion 4 A® Jj! 

Veratmung: CgH,.0, +60, —» 6CO,+6H,0. .. . . 685.8 674.0 
(ilykolyse: Cg Hyg Op —> 2CH,-CHOH-CO,H ...... 36,0 24.4) 
1. Vergiirungsform: CgH,,0, —> 2CH;-CH,OH + 20 Oy . DDD 18,0 
2. - C,H, 0, —> CH,-CHO+ CO, 

+0 re, CHOH-CH,OH 22,8 — 2,0 
‘ . ‘ ; +1 H,0 , 
3. Vergarungsform: (5 Hyo Og 3 CH, -CH OH 


C 

COgH 4.00, + CH, oh CHO CH,OH 308 9 41 
[Cella e > Cyl - on + 200, + Hy O 694 33,8 
| Cg HyoOg —» CgH;-CO,H+2C Oy -2H, 65,1 12,4 


+1,CH; 
4. Vergarungsform: 


' Vel. auch C. Newbe rq. diese Zeitschr. 152, 203, 1924. 
C. Neuberg u. E. Hofmann, diese Zeitschr. 252, 440, 1932. 
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Die Tabelle zeigt, daB bei der Vergaérung des Zuckers auch im giinstigsten 
Falle nur etwa 10°, (meist aber erheblich weniger) der bei der totalen 
Verbrennung geleisteten Nutzarbeit erhalten werden, wahrend die Ver- 
haltnisse hinsichtlich der Warmeténung fiir den anaeroben Abbau durchweg 
noch erheblich ungiinstiger liegen. Im Gegensatz zu den friiher behandelten 
Oxydations- bzw. Dehydrierungsreaktionen scheint bei den Géarungen 
die maximale Arbeit durchweg erheblich gr6Ber zu sein als die entsprechende 
Warmeténung. (Im Falle der zweiten Vergérungsform sowie der in der 
Tabelle nicht verzeichneten O,-freien Essigsiure- und Acetongaérung 
stimmen die beiden nicht einmal dem Vorzeichen nach iiberein.) Wahrend 
dies bei der Glykolyse (nach der vorletzten Tabelle) offenbar auf die Be- 
sonderheit der zweiten Teilreaktion zuriickgeht, diirfte bei den iibrigen 
stets mit CO,-Entwicklung verbundenen Garungen die Energielieferung 
durch die thermisch neutralen Decarboxylierungsreaktionen die Haupt- 
ursache dieser beachtlichen Erscheinung bilden. 


Zusammenfassung. 

Fiir eine Anzahl biologisch wichtiger Dehydrierungsreaktionen sind 
maximale Arbeit (bzw. Redoxpotential) und Warmeténung einander 
gegeniibergestellt worden. Im allgemeinen besteht Parallelismus 
zwischen beiden GréBen, so daB der Warmeténung nach wie vor ein 
informatorischer Wert hinsichtlich der obwaltenden Energieverhaltnisse 
zukommt. In Zweifelsfallen ist jedoch die Kenntnis der freien Reaktions- 
energie von ausschlaggebendem Wert, was an verschiedenen Beispielen 
dargelegt wird. Die hauptsachlichsten Methoden fiir die Bestimmung 
maximaler Nutzarbeiten von Reaktionen sowie einige Méglichkeiten zur 
Schitzung derartiger Werte werden kurz angefiihrt. 

















Uber den roten Farbstoff der Hummernschalen. 


Von 
Harry Willstaedt. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 4. Januar 1933.) 


Der rote Farbstoff der Hummernschalen, der aus dem blauen 
Pigment des lebenden Tieres durch Einwirkung von Sauren oder durch 
Erhitzen auf 50 bis 60° entsteht, ist schon verschiedentlich untersucht 
worden. Beziiglich der alteren Arbeiten und der Nomenklatur kann auf 
die Handbuchliteratur verwiesen werden!?. 

In neuerer Zeit haben sich Verne*, Chatton, Lwoff und Parat®, Lwo/}* 
(Pigment des Auges von Idya furcata) sowie Abeloos und Fischer® (Pigmente 
von Carcinus maenas Pen.) mit roten Crustaceenfarbstotfen beschaftigt. 
Auf Grund ihrer Farbreaktionen (Blaufarbung mit konzentrierter Schwefel- 
siure) und ihrer leichten Oxydierbarkeit, ferner auch wegen der manchmal 
gefundenen Zusammenhiainge zwischen der Intensitét der Pigmentierung 
und dem Carotinoidgehalt des Futters sprechen diese Autoren sie als 
Carotinoide an. Verne, der sich als einziger mit der chemischen Natur des 
Hummernfarbstoffs naiher beschaftigt hat, gibt an, ihn kristallisiert er- 
halten zu haben (ohne allerdings experimentelle Angaben zu machen). 
Analysen und Molekulargewichtsbestimmungen seines Produktes deuten 
nach seinen Angaben auf Identitaét mit Carotin, fiir die auch die Bildung 
eines braunvioletten Additionsproduktes mit Jod spricht. Demgegeniiber 
berichten die alteren Bearbeiter!, daB der Farbstoff mit Alkalien unldésliche 
Salze bildet, was mit einer Carotinoid-Kohlenwasserstoffstruktur un- 
vereinbar ist. 


'Z. B. F. Samuely, Biochem. Handlexikon 6; F. Samuely u. 
E. Strauss, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. I, Teil 8, 
terner die Monographie von v. Fiirth, Vergl. chem. Physiol. d. niederen 
Tiere, Jena 1903. 

2 C.r. Soe. Biol. 83, 963, 1920. 

3 Ebenda 94, 567, 1926. 

4 Ebenda 93, 1602, 1925. 

> Ebenda 95, 383, 1926; 96, 374, 1927. 
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Ich habe einige Versuche tiber die Natur dieses Pigments angestellt. 
Bei den Vorversuchen stellte ich fest, daB der Farbstoff nicht stets so 
luftempfindlich ist, wie es ihm in der Literatur zugeschrieben wird. 
Manchmal hielten sich Lésungen (in lose verschlossenen GefaiBen) 
wochenlang, manchmal waren sie in 24 bis 36 Stunden entfarbt. Eine 
Ursache fiir dieses verschiedenartige Verhalten konnte noch nicht 
ermittelt werden. Eine Analogie diirfte sich in der von Karrer, v. Euler, 
Hellstr6m und Klussmann'! beim Carotin gemachten Beobachtung 
finden, daB es, in Kohlenwasserstoffen, Chloroform oder Ather gelést, 
gegen Sauerstoff recht stabil ist und daB eine Latenzzeit besteht, bis 
die Oxydation in Gang kommt. Die ersten Oxydationsprodukte nehmen 
dann schneller Sauerstoff auf als das Carotin selbst, so daB die Oxy- 
dation autokatalytisch verlauft. 

Extrahiert man die entkalkten Hummernschalen mit einem Gemisch 
von 2 Teilen Alkohol und 1 Teil Schwefelkohlenstoff in einer Kohlen- 
siureatmosphire und treibt aus dem schén rotgefarbten Extrakt das 
Loésungsmittel (ebenfalls unter Kohlendioxyd) ab, so hinterbleibt 
ein rotes Ol, das beim Aufnehmen in reinem Alkohol bis auf einen un- 
betrachtlichen Niederschlag in Lésung geht. Beim Versetzen der fil- 
trierten Lésung mit Alkalihydroxyd oder -athylat erhalt man Fallungen, 
die den gesamten roten Farbstoff enthalten. In den gelb gefarbten 
Mutterlaugen verbleibt das Crustaceofulvin, da es nach den Angaben 
der Literatur? lésliche Alkalisalze liefert, auBerdem eine Base, die nach 
dem Verdiinnen mit Wasser auf Zusatz von Reinecke-Salz eine schén 
kristallisierte Fallung liefert. Das Reineckat kann durch Lésen in 
Aceton und allmahlichen Zusatz von Wasser umkristallisiert werden®. 
Aus den oben erwahnten Fallungen ist der rote Farbstoff weder durch 
Erwarmen mit Wasser noch mit organischen Lésungsmitteln in Lésung 
zu bringen. Fiigt man aber verdiinnte Schwefelsiure hinzu, so laBt er 
sich leicht mit Ather ausschiitteln. In der wasserigen Schicht bleibt 
ein grauer Niederschlag, der sich beim Vergliihen als iiberwiegend 
anorganischer Natur erweist. Der Glihriickstand ist Calciumsulfat. 
Aus der atherischen Lésung lieB sich der Farbstoff nicht kristallisiert 
erhalten. In der Erwartung, daB der Methylester der vermuteten Saure 
vielleicht kristallisationsfreudiger ware, wurde eine atherische Lésung 
von Diazomethan so lange zugesetzt, bis bei weiterem Zusatz keine 
Stickstoffentwicklung mehr auftrat. Aus der eingeengten Lésung 


1 Svensk Vet. Akad. f. Kemi, Mineralogi och Geologi 11, Nr. 3, 1932; 
vgl. auch friihere Beobachtungen von v. Euler, Karrer u. Rydbom, Ber. d. 
Deutsch. chem. Ges. 62, 2445, 1929. 

2 Newbigin, J. of Physiol. 21, 237, 1897. 

3 Uber diese Methode zur Umkristallisation vgl. die Angaben von 
Kégl, Duisberg u. Eraxleben, Liebigs Ann. 489, 156, 1931. 
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kristallisierte der Farbstoff aber auch jetzt nicht aus, dagegen eine 
hiibsch kristallisierte farblose Begleitsubstanz, deren Zusammensetzung 
nach dem Umkristallisieren aus Methanol der Forme! C;, H,,0, entsprach : 
2.335 mg Substanz!: 2,050 mg H,O, 7,114 mg CO,. 
('y,H 4,02. Ber.: H 9,89°,, C 82,97°,; 
gef.: H 9,82%, C 83,09°%,. 

Die Forme! ist wohl in Cyg Hy, .COOCH, aufzulésen. Eine Methoxyl- 
bestimmung konnte noch nicht durchgefiihrt werden, doch soll die 
Substanz nach ihrer Darstellung in gréBerer Menge naiher untersucht 
werden. Das Filtrat von diesen Kristallen bildet ein dunkelrotes 1. 
Die Analysen dieses Ols ergaben als Mittelwerte 75.40%, C und 8,83 °, H. 
Die Substanz enthalt auch Methoxyl (7,52°,). Da die Einheitlichkeit 
der Substanz aber nicht verbiirgt ist, sollen aus diesen Analysen vor- 
laufig noch keine Folgerungen gezogen werden. Das Ol zeigt die Blau- 
reaktion nach Carr- Price? beim Versetzen seiner Losung in Chloroform 
mit einer Chloroformlésung von Antimontrichlorid, doch ist die er- 
haltene blaue Farbung recht unrein. Beim Versetzen der Chloroform- 
losung der Substanz mit einer L6sung von Brom in Chloroform erfolgt 
Aufhellung nach Gelb. Nach dem Verdunsten des Chloroforms hinter- 
bleibt dann ein braungelbes Ol. Beim Zusatz von Alkali zu dem roten 
Ol erfolgt keine Fillung mehr, auch nicht beim Kochen mit alkoholischem 
Kali. Es ist deshalb entweder anzunehmen, daB sich der Farbstoff 
bei der oben beschriebenen Aufarbeitung verandert hat, oder aber 

was ich fiir wahrscheinlicher halte —-, daB beim Extrahieren der 
Hummernschalen Calciumsalze mit in L6sung gehen, die beim Alkalisch- 
machen Calciumhydroxyd bzw. -carbonat liefern, und daB der Farbstoff 
dann nicht als Salz in diesem Niederschlag gebunden ist, sondern an 
ihn adsorbiert ist. Nach der Entfernung der Calciumsalze kann dann 
der Farbstoff beim Alkalischmachen nicht mehr gefallt werden. 

Eine sichere Entscheidung tiber die Natur des roten Hummern- 
farbstoffs gestatten die bisherigen Ergebnisse noch nicht, doch sprechen 
sie fiir seine Carotinoidnatur. Die Versuche werden fortgesetzt. 

In entfairbten (autoxydierten) alkoholischen Extrakten aus 
Hummernschalen sind Oxydationsprodukte saurer Natur ziemlich 
reichlich vorhanden; daneben wurde die Gegenwart der oben erwahnten 
durch ihr schwer lésliches Reineckat charakterisierten Base festgestellt. 


1 Mikroanalyse Laboratorium Dr... Engel, Berlin. 
2 Biochem. J. 20, 497, 1926. 








Uber die Esterasewirkung. III. 


Von 


Ernst A. Sym. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 5. Januar 1933.) 


A. Einleitung und Methodik. 
Diese Mitteilung ist als Fortsetzung unserer vorigen Arbeiten! ? 
aufzufassen. 


In der einen? von ihnen wurde nachgewiesen, da Wasser auf die 
Esterasewirkung im Acetonmilieu stark aktivierend wirkt. In dieser Arbeit 
werden wir einen tieferen Einblick in diese Funktion des Wassers zu er- 
reichen trachten. Zu diesem Zwecke wurden kinetische Untersuchungen 
f mit ein- und zweiphasigen Substratsystemen ausgefiihrt. Wir wollen einige 
Erlauterungen zu diesen Bezeichnungsweisen der Systeme voranschicken. 

Die Zooesterase wirkt in verschieden zusammengesetzten Systemen. 
Z. B. 1. in mikroheterogenen Systemen, in denen sowohl die Esterase als auch 
Bea das Substrat in Wasser gelést auftreten. Hierher gehéren die Unter- 
suchungen von J. H. Kastle und A. 8S. Loewenhardt®, die an Schweine- 
leberesterase (wiisserige Ausziige) mit geléstem Athylacetat und -butyrat 
unternommen wurden. 

2. In Systemen, in welchen die Substrate in einer fliissigen Phase 
gelést auftreten und die Esterase im Makrozustande als unlésliches Praparat 
wirkt. Diese Systeme bezeichnen wir als einphasige Substratsysteme. Das 
Milieti solcher Systeme bilden mit Ausnahme von Wasser, da in Wasser 
die Esterase léslich ist, Aceton, Ather, Alkohole (Butanol, Amylalkohol). 

Wir wissen, daB dies keine strikte Bezeichnungsweise ist, aber trotzdem 
werden wir dieselbe anwenden, um anzudeuten, daB alle Substrate (Alkohol, 
Saure, Wasser, Ester) in einer Phase dem Esterasepriparat gegeniiber 
auftreten (die Gasphase kommt hier nicht in Betracht). Was weiter im 
Praparat selbst nach der Substratsystemzugabe vorgeht, ob dort neue 
Mikrozwischenphasen, in denen Substrate erscheinen, entstehen, darauf 
gehen wir nicht ein. Wenn jedoch bei der Zugabe des einphasigen 
Substratsystems zur Esterase unter dem EinfluB der wasserentziehenden 
peptisierenden Esterase eine zweite Makrophase entsteht, so werden wir 
dennoch ein solches System zur dritten Kategorie rechnen miissen. 














1 Biochem. J. 24, 1265, 1930. 
2 Diese Zeitschr. 230, 19, 1931. 
3 Amer. Chem. J. 24, 491, 1900. 
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Die ersten ausfiihrlichen kinetischen Versuche in solchen Systemen 
wurden von Bodenstein und Dietz! ausgefiihrt. 

3. SchlieBlich in Systemen, in denen die Substrate in zwei fliissigen 
Phasen (Makrophasen) verteilt sind und die Esterase in einer von denselben, 
naimlich in der Wasserphase, gelést auftritt. Solche Systeme bezeichnen 
wir als zweiphasige Substratsysteme, natiirlich auch mit dem BewuBtsein 
des nicht vollkommenen AngepaBtseins dieser Benennungsart an die Tat- 
sachen. Da die Substrate zwischen den Phasen verschieden verteilt sein 
kénnen, so miissen wir einige Fille, vielleicht besser ausgedriickt, Grenz/dlle, 
unterscheiden. Fall a), in dem die Substrate Saéure und der Ester die eine 
Phase und Alkohol, Wasser und das geléste Enzym die zweite bildet, z. B. 
Olivendl + Olséure + Glycerinauszug aus Geweben. Fall b). Saure, Ester 
und Alkohol bilden die eine, Wasser samt Esterase die zweite Phase. Diese 
Systemzusammensetzungen werden in dieser Arbeit oft angewandt. AuBer- 
dem kénnen die Phasen in den Fallen a) und b) verschieden gegenseitig 
dispergiert sein. 

Diese Einteilung ist unseres Erachtens notwendig, denn je nach der 
Zusammensetzung der Systeme sind die Einfliisse der Wirkungsfaktoren 
und -bedingungen der Esterase (Aktivatoren, inaktivierende LEinfliisse) 
verschieden, obwohl wir bei allen wirksamen Systemarten einen einheit- 
lichen katalytischen Mechanismus annehmen, wie in den weiteren Mitteilungen 
ersichtlich sein wird. Es sei schon jetzt vorausgeschickt, daB8 wir in diesem 
Mechanismus auf Grund neuerer Versuche eine Art von Sdure-Basenkatal yse, 
in deren jetzigen Fassung auch die H. v. Eulersche Theorie® der reaktions- 
vermittelnden Ionen eine Ergainzung und Bestatigung gefunden hat, ver- 
muten. Die oben erwahnten veranderlichen Einfliisse sind oft kolloidaler 
Natur. 

Bei den Fallen a) und b) sind nicht alle Substrate in einer Phase an- 
wesend, und nur an der Phasengrenzfliche kénnen alle Substrate gemeinsam 
auftreten. Man wird es auch oft mit gemischten Fallen, in welchen 
alle Substrate sich sowohl in der einen wie in der anderen Phase befinden, 
zu tun haben. Solche Systeme werden wahrscheinlich bei Entstehung 
einer zweiten Makrophase durch Esterasezusatz zu einphasigen Substrat- 
systemen auftreten kénnen. LEigentlich theoretisch kommen nur solche 
Falle von Zweiphasensystemen vor. 

Grundsiatzlich wurde bei den Untersuchungen im Acetonmilieu dieselbe 
Methodik wie in der letzten Arbeit ? angewandt. Die anderen hier gebrauchten 
Methoden werden bei den entsprechenden Versuchen beschrieben. 

Es wurden im Laufe dieser Arbeit zwei Esterasetrockenpraparate aus 
Schweinepankreas (bezeichnet mit I und II) untersucht. Das Priparat II 
brauchte zu seiner Aktivierung bedeutend kleinere Wassermengen und war 
auBerdem weniger temperaturempfindlich als das Praparat 1. Was eigentlich 
die Ursache des andersartigen Verhaltens der Praparate war, ist schwer zu 
entscheiden. Zur Entwasserung und Trocknung wurde dieselbe Methode 
wie sonst gebraucht. Der einzige Unterschied war der, daB das Praparat II 
bald nach der Herstellung zu den Reaktionen gebraucht wurde, dagegen I 
erst nach siebenmonatlichem Aufbewahren im Exsikkator iiber CaC'ly. 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 279, 1907. 

2 Zeitschr. f. physik. Chem. 32, 348, 1900; 131, 107, 1927; Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 115, 139, 1921. 

3 Diese Zeitschr. 230, 19, 1931. 
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Jedoch waren beim optimalen Wasserzusatz die vy-Werte beider Praparate 
annahernd gleich. Es ist méglich, da der lange Aufenthalt von I im 
Exsikkator ein Altern (im kolloidalen Sinne) des Praparats I verursachte 
und da8 dadurch die zur Reaktion notwendige Wasseraufnahmefihigkeit 
des esteratisch wirksamen Teiles des Praparates sich verminderte. ~ Im 
Wassergehalt beider Praiparate war kein groBer Unterschied zu verzeichnen 
(8,6 und 8,8°, in den d-Fraktionen). 


B. Wassereinflu8 im einphasigen Substratsystem. 


1. Beziehung zwischen der Korngréfe des Pankreastrockenprdparates und 
seiner esteratischen Wirksamkeit. 


Das mit Aceton und zuletzt mit Ather getrocknete Pankreaspraparat 
wurde dreimal fein gemahlen. Das zerkleinerte Préaiparat wurde durch 
Siebe von verschiedener Maschenweite: 1,8 —~ 1,0 — 0,12 mm (Seidengaze) 
in der angegebenen Folge durchgesiebt. Die Maschenweite der Seidengaze 
wurde mit Hilfe eines Okularmikrometers bestimmt. Der auf dem grébsten 
Sieb zuriickgebliebene Teil a) bestand gréBtenteils aus lainglichen Binde- 
gewebsstiicken ; diejenigen Fraktionen, die durch die weiteren Siebe zuriick- 
gehalten wurden, b), c), und diejenige, welche die Seidengaze passiert hat 
[Fraktion d)], enthielten desto weniger Teilchen von bindegewebsartigem 
Aussehen, je kleiner die passierten Maschenweiten waren. 

Der Zweck dieses Sortierens war, zu untersuchen, ob durch die Ver- 
gréBerung der Oberfliche des Enzympraparates und durch die teilweise 
Trennung der Gewebsarten eine Verschiedenheit in der Aktivitat der 
Siebfraktionen zum Vorschein kommt. 

Unter dem Mikroskop weisen diese Praiparate keine Zellenstruktur 
mehr auf; auch beim Firben derselben tritt keine Differenzierung hervor. 
Sie sind von feinkérniger Struktur. Bei Wasserzusatz hellen sich die Kérner 
auf, und die eckigen Kanten werden abgerundet. Da die Siebmethode 
keine Teilchensorten von ganz bestimmten KorngréBen liefert, kénnen 
wir daher hier keine strengen quantitativen Betrachtungen anstellen. Wir 
miissen uns mit grob geschétzten Teilchengré6Ben begniigen und diese in 
unsere Erérterungen einbeziehen. Die mit dem Okularmikrometer ge- 
messenen Teilchengr6Ben liegen in den der Fraktion entsprechenden 
Maschenweitenintervallen. Die Korner des feinsten Priparates d) sind 
vom Durchmesser 0,12 bis 0,005 mm. 

Bei Annahme folgender Teilchendurchmesser dieser vier Siebfraktionen : 
a) = 1,8mm, b) = 1.4mm, c) = 0,45 mm, fiir d) = 0,12 mm, der gréBt- 
mdéglichste [fiir a) dagegen der kleinstméglichste] Durchmesser, wiirden wir 
folgende minimalen Verhialtniszahlen der Oberflachengr6Ben bei Anwendung 
gleicher Fraktionsmengen erhalten: a): b):c):d) = 1: 1,3: 4,0: 15,0. 

Wenn die OberflaichengréBe einen linearen EinfluB auf die Kinetik 
haben wiirde, miBten bei Anwendung entsprechender Praparate 
mindestens diese Verhaltniszahlen auch bei den relativen Reaktions- 
anfangsgeschwindigkeiten auftreten. 

Zum Vergleich der Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten (v)) wurde 
sowohl hier wie in anderen Versuchen ein Standardsystem von fol- 
gender Zusammensetzung: Buttersiure 0,3n, Propanol 2 n, Wasser 
2n im Acetonmilieu, gebraucht. 
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Tabelle I. 


EinfluB der KorngréBe des Priparates auf die Reaktionsgeschwindigkeit. 

Standardsystem. Reaktionsvolumen 50 ccm. Esterase 1 4g. Tempera- 

tur 36,9°. UY = Millimol Liter und = Stunde. Esterkonzentration in 
Millimol Liter. 





Maschen weiten- esterkonzen- | , . Zu a rel: e 
Priparat intervall ' : eation 4 a en 
in mm nach 24 Std. “ . groében 
a 1.8 23,5 196 1.0 1.0 
b 1,8—1,0 27,8 202 1,18 1,3 
c 1,0—0,12 32,0 203 1,36 4.0 
d < 0,12 42.1 208 1,79 15,0 


In der Tabelle I sind die Anfangsgeschwindigkeiten v, der Esteri- 
fizierung mit den sortierten Praparaten im Reaktionsintervall, in wel- 
chem noch eine Proportionalitat zwischen der Geschwindigkeit und der 
Zeit vorhanden ist, angegeben. Trotzdem die OberflichengréBen der 
Esterasepraparate stark differieren, ist dies von verhaltnismaBig kleinem 
EinfluB auf die vg-Werte. Es ist auch eigentiimlich, daB das gréBtenteils 
aus Bindegewebe zusammengesetzte Priparat a eine so starke esterati- 
sche Wirkung ausiibt. 

Weiter wurden die Praéparate a und b jedes zweimal nacheinander 
gemahlen und dann durch die Siebe gelassen, und zwar a) durch das Sieb 
von der Maschenweite = 1,8mm (Praparat a’) und b) durch dasjenige 
von der Maschenweite = 1,0mm (b’). Die Reaktionsgeschwindigkeiten vy, 
in den Standardsystemen, die mit diesen Praparaten (a’ und b’) erhalten 
wurden, differieren von denjenigen der herkémmlichen Praparaten (a und b) 
(Tabelle IT). 

Tabelle II. 
EinfluB der Zerkleinerung der Priaparate a und b auf ihre esteratische 
Wirksamkeit. Standardsystem. Reaktionsvolumen 50 ccm. Esterase I 4 g. 
Temperatur 36,9°. 





Passierte Esterkonzen- 


. . Zu a relative 
Praparat Maschenweite vo tration nach seer 
in mm 24 Std. Aktivitat 
a keine 22,5 196 1,0 
a’ 1,8 19,5 194 0,87 
b 1,8—1,0 26,2 201 1,16 
b’ 1,0 33,0 198 1,47 


Aus der Tabelle sehen wir, daB die Zerkleinerung des Praparates a 
ein Praparat a’ von sogar etwas kleinerer Aktivitat als das Ausgangs- 
priparat, dagegen b ein Praparat b’ von starkerer Wirksamkeit 
als b liefert. 

Diese Versuche zeigen, besonders der Vergleich der Zahlen der zwei 
letzten Kolonnen der Tabelle I, dag die KorngréBe des Prdparates 
(bzw. die OberflichengréBe des esteratisch wirksamen Prdparates) von 


20* 
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verhdltnisma pig kleinem EinfluB auf die Wirksamkeit ist. Kin Erklarungs- 
versuch dieser Erscheinung wird spiter gegeben. 


2. Hitzeinaktivierung. 

Die Kenntnis dieser Inaktivierungsart war uns notwendig zur 
Auffindung anwendbarer héherer Temperaturen fiir die Erméglichung 
einer weitreichenden Entwasserung der Esterase. Aus der Tabelle II] 
ersieht man, dap das Trockenpraparat, an der Luft erwdrmt, ziemlich 
resistent der Temperatur gegeniiber ist. Die Temperaturen 60 und sogar 75° 
sind beinahe ohne Einwirkung auf die Esterase. Fiir die in Wasser 
geléste Esterase wird 55° als Inaktivierungstemperatur angegeben!. 
Es wurde auch bemerkt, daB das bei hdheren Temperaturen inaktivierte 
Praparat mit der Zeit einer Regeneration unterliegt. Diese Regenera- 
tionen wurden 2 Wochen nach dem InaktivierungsprozeB beobachtet. 
Besonders das spiter untersuchte Trockenpraparat II erwies sich als 
wenig temperaturempfindlich und sehr regenerationsfahig. Z. B. wenn 
es bei 115° 1'/, Stunden erhitzt wurde, so konnte man nach 25 Tagen 
eine beinahe vollstandige Wiederherstellung des Enzyms erreichen. 
(Zur Regeneration ist keine Wasseraufnahme notwendig.) Die dies- 
beziiglichen Untersuchungen sind im Gange. 


Tabelle ILI. 
Hitzeinaktivierung des Trockenpraparates Id. Dauer der Temperatur- 
einwirkung 1 Stunde. Zur Aktivitétsbestimmung wurden 50ccm des 
Standardsystems angewandt. Reaktionstemperatur 36,9°. 





it . Relative Aktivitat 
Einwirkungstemperatur gegeniiber der Kontrolle 


120° 0,052 
91° 0,15 
‘ 75° 0,97 
60° 1,02 
Kontrolle 1,00 


3. Zusammenhang zwischen dem Wassergehalt des Esteraseprdparates und 
seiner Aktivitdat. 


Das Trockenpraparat Id wurde monatelang im Exsikkator tiber CaCl, 
aufbewahrt. Es enthielt 8,6°,, Wasser. Beim Auswaschen desselben mit 
wasserfreiem Aceton verinderte sich dieser Wassergehalt nicht merklich. 
Zur Bestimmung des Wassergehaltes in den teilweise getrockneten Esterase- 
priparaten wurde die Katzsche Methode? angewandt, d.h. die Esterase 
wurde im Vakuum iiber Schwefelséiure bei 110 bis 115° bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. 


1 C. Oppenheimer, Die Fermente 1, 471, 1925. 
2 J. R. Katz, Kolloidchem. Beih. 9, 48, 1917. 
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Tabe ill ef. 


Einwirkung der in der Esterase Id enthaltenden Wassermenge auf die 

vy und K-Werte. Wasserfreie Standardsysteme. Kontrollen mit 2n H,O 

im Standardsystem. Reaktionsvolumen 50 ccm. Esterase Id 4g. Tem- 
peratur 36,9°. 





Wassergehalt in Substratendkonzentrationen 


Ver- in Millimol/Liter * ro 
oth | ——Teamoty oa © ae 
Nr. *lo ~ Liter Saure Alkohol | Ester Wessun 

1 $,5 155 3,8 28 1728 272 427 0,41 1,1 

2 5.4 240 5,3 39 1730 270 510 0,38 1,0 

3 8,6 380 7,4 34 1734 266 646 0,35 09 

4 21,5 1040 31.4 54 1754 246 1286 0,30 14 

5 | Kontrollefarl. 46,5 

6 | Kontrolle fiir 2. | 46,0 

7 | 8,6% Esterase 


im Standards. 45,4 


* Nach 9 Tagen bestimmt. 


Um einen geringeren Wassergehalt des Praiparates zu erhalten, wurden 
12g der Esterase Id dreimal mit wasserfreiem Aceton (je 150 cem) ge- 
waschen und dann im Vakuum (15mm) bei 60° !/, Stunde getrocknet. 
Die Untersuchung des Wassergehaltes der Esterase ergab: 5,4°, H,O. 
4g dieses Priparates wurden zum wasserfreien Standardsystem (Versuch 2, 
Tabelle IV), und weitere 4g zum Kontrollsystem (Standardversuch 6) 
zugegeben. Eine zweite Portion von 12 g Esterase wurde wie vorher mit 
Aceton gewaschen, dann | Stunde lang bei 75° im Vakuum getrocknet. 
Dieses Praparat enthielt 3,5°,, H,O, und die Reaktion mit demselben im 
wasserfreien System ist unter ,,Versuch 1‘ der Tabelle [V angegeben. Die 
Reaktionsgeschwindigkeiten, die mittels diesen zwei teilweise ent wasserten 
Esterasen im Standardsystem erhalten wurden (Versuche 5 und 6), beweisen, 
daB- wahrend des Trocknungsprozesses keine Inaktivierung stattfand. 
Man vergleiche diese Versuche mit der Kontrolle 7, welche im Standard- 
system mit dem normalen Praparat ausgefiihrt wurde. Der in der dritten 
Zeile der Tabelle [V angegebene Versuch wurde im wasserfreien System 
mit dem nicht vorher behandelten Praparat (H,O = 8,6°,,) ausgefiihrt. 
In der Probe .,Versuch 4°* wurde der Wassergehalt des urspriinglichen 
Praparates vergr6Bert. Die Esterase wurde zu diesem Zwecke in zwei 
Portionen von je 2 und 4g unter einer Glasglocke (bei 21,5°), in welcher 
ein GefaB mit 100cem von bis 90° erwairmten Wasser vorhanden war, 
untergebracht. Das Praparat wurde auf Filterpapier ausgebreitet, um 
dem Wasserdampf eine groBe Oberflache zu bieten. Nach 7 Stunden wurde 
die Portion von den urspriinglichen 4g zur Reaktion im wasserfreien 
Standardsystem gebraucht (Versuch 4), und in den 2 g wurde der Wasser- 
gehalt bestimmt; er betrug 21,5°,. Nach der Reaktion wurde die Esterase 
mit Filterpapier getrocknet und zum zweiten Male der Wassergehalt in 
demselben bestimmt. H,O = 16,0°,. Man sieht daraus, daB das anfangs 
wasserfreie System der Esterase einen Teil von 5,5°,, H,O entzogen hat. 
In der Tabelle IV sind auBer den vy-Werten auch die Reaktionsendkonzen- 
trationen der Substrate und die daraus errechneten K-Werte angegeben. 
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[Saure]. [Alkohol]} 
| Ester |.| Wasser | © 
tionen berechneten K-Werte vor allem auch deshalb nicht genau, da sie 
nicht mit den inversen Reaktionen kontrolliert wurden, aber es handelt 
sich hier um orientierende Werte und um die Feststellung, ob das Quellungs- 
wasser in die Gleichgewichtsformel einbezogen werden kann. Aus den 
Verhaltniszahlen v)/°, Wasser sehen wir, da zwischen den v,-Werten 
und dem Wassergehalt der Esterase eine ziemliche Proportionalitdt besteht 
(bis auf den Versuch 4). 


Zwar sind die aus den Snubstratendkonzentra- 


Das Priparat I1d brauchte zu seiner Aktivierung viel kleinere Wasser- 
mengen. Dies zeigt die Tabelle V. Aus dem Verhaltnis v)/°, Wasser 
sehen wir, daB das Esterasepraparat II bei demselben Wassergehalt — wie 
das Praparat I fiinf- bis sechsmal gréBere Reaktionsanfangsgeschwindig- 
keiten erzielt. 

Tabelle V. 
Einwirkung der in der Esterase IIld enthaltenden Wassermenge auf die 
Y- und K-Werte. Versuchsbedingungen wie in der Tabelle [V. In Versuch | 
und 2 wasserfreies Standardsystem. 








Versuch Wassengenelt in * yr . stay Wee 
Nr. °/ > | Millimol/Liter Millimol/Liter 
1 3,6 160 24,0 275 0,37 6,6 
2 8.8 390 42.8 264 0,36 4,9 
3 Kontrolle mit 
Standardsystem 486 | 207 0,31 


* Nach 9 Tagen bestimmt. 


Aus diesen Versuchen kann man den folgenden SchluB ziehen: 
Es unterliegt keinem Zweifel, dap vor allem das in dem Esterasepraparat 
enthaltene Wasser (Quellungswasser) die Aktivierung der Esterasewirkung 
veranlapt. Da man mit Aceton kein Wasser den Praiparaten mehr ent- 
ziehen konnte, wenn der Wassergehalt derselben etwa 8,6°%, betrug, 
so muB man annehmen, daB bei den drei ersten Versuchen der Ta- 
belle IV und bei den zwei Versuchen der Tabelle V der Wassergehalt 
der Esterase im Laufe der Reaktion sich vermehrte, was auch in einer 
Beschleunigung der Reaktion besonders im Fall 1 der Tabelle V zu 
verzeichnen war, und da8 bestimmt keine Wassermengen in diesen 
fiinf Fallen den Esterasepraparaten durch die wasserfreien Systeme mehr 
entzogen worden sind. Jn diesen Fallen bemerkt man auch am besten 
die Proportionalitdt zwischen Wassergehalt der Esterase und ihrer Aktivitat. 

Weiter wurden Versuche im Acetonmilieu mit steigenden Wasser- 
konzentrationen ausgefiihrt (Tabelle V1). Auber den v- und K-Werten 
wurde auch der Quellungsgrad und der Wassergehalt der Esterase bestimmt. 


Die Bestimmung des relativen Quellungsgrades der Esterase wurde nach 
M. H. Fischer! und ihres Wassergehaltes durch Trocknung bis zur Gewichts- 


1 M.H. Fischer, Das Odem. Dresden 1910. 
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Tabelle VI. 


Beziehungen zwischen den Wassermengen, dem Quellungsgrad der Esterase 
und den v%- und K-Werten. Konzentrationen: Buttersaéure 0,3 n. Propanol : 
2,0n. Esterase Id. Volumen 50 ccm. Temperatur: 36,9°. Acetonmilieu. 





Totale Wasser- 


‘ ce Wasserver- Ester- 

Zu- nag ee prong — der = me am a a e 
gegebene wenn H.O nur /Sterase Mole/Titer sia 10h »* 
Wasser- | im Milieu wire ee vo Ende k Ss 
menge in si : ro z 

Mole/Liter Ende Sediment Wasser- Milli- ” 
Anfang = der Volumen gehalt | 2¥el- Milieu mol Liter 
Reaktion in cem in 0) | lung ‘ 

0,0 0,380 | 0,646 4,60 8,6 0,38 0,00) 74 266 0,35) 0,9 

0,5 0,880 | 4,80 11,0 0,50 0,88 | 17,0 1,5 

1,0 1,380 | 1,615 5,00 15,5 0,69 0,69 36,8 235 0,30) 24 

2,0 2,380 | 2,587 5,65 17,2 0,76 1,62 |47,8 207 = 0,31] 2,8 

4,0 4,380 4,545 6,80 19,4 0,86 3,52 |45.9, 165 0,33) 23 

8,0 8,380 8,00 22,3 || 0,99 | 7,39 Inaktivierung 

Vollkommen entwiasserte 
Esterase 4,15 0,0 


* Nach 5 Tagen bestimmt. 


konstanz ausgefiihrt. Zur Quellungsbestimmung wurden 2,4 g Esterase Id 
(nur die Siebfraktion d eignet sich zu diesen Untersuchungen) mit 30 cem 
der Versuchslésung, welche auBer dem Propanol dieselbe Zusammensetzung 
wie die Reaktionslésung besaB, d.h. im Acetonmilieu Butterséure 0,3 n, 
Wasser in verschiedenen Konzentrationen ohne Propanol, stark und oft 
geschiittelt. Das Sedimentvolumen wurde zweimal nach 24 und 48 Stunden 
abgelesen und die letzte Ablesung notiert. Gew6éhnlich waren in den zwei 
Ablesungen keine oder nur kleine Abweichungen zu verzeichnen. 


Es wurden auch vergleichende Untersuchungen mit AusschluB von 
Saure bei Propanolab- und -anwesenheit (2,0 n) ausgefiihrt. Der Quellungs- 
grad war jedoch bei Anwendung gleicher Wasserkonzentrationen nicht 
besonders von der Anwesenheit dieser Substrate abhangig. 


Man konnte nicht gleichzeitig die beiden Substrate zur Quellungs- 
bestimmung anwenden, da die dabei ablaufende Reaktion die Wasser- 
konzentration erhéhen wiirde. 


Zur Wassergehaltsbestimmung wurde das Pankreaspulver auf Filter- 
papier gesammelt, mit Filterpapierstiicken so gut wie méglich (bis der 
Geruch des Acetons und der Substrate verschwunden war) abgetrocknet 
und dann bis zur Gewichtskonstanz bei 120°,, getrocknet. Die Genauigkeit 
dieser Methode ist, wie bekannt, nicht groB, aber zu Vergleichszwecken 
1aBt sie sich doch gebrauchen. 


Je gréferen Quellungsgrad die Esterase aufweist (je groBere Wasser- 
mengen durch sie aufgenommen wurden), desto gréfer ist ihre Aktivitat. 
Aber hier sind keine so einfachen Beziehungen wie in den Versuchen 1, 
2 und 3 der Tabelle IV und 1, 2 der Tabelle V zu beobachten. Die 
%/% Wasser-werte sind hier nicht konstant, aber auch die Methode 
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der Prozentbestimmung ist ungenau. 


der Sed 
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Wenn man auch die GréBen 


imentvolumina in Betracht zieht, so bekommt man auch 


keinen einfachen Zusammenhang zwischen diesen GréBen und den 


Up- Werten. 


Das vollkommen entwisserte Esterasepraparat nimmt 


im wasserfreien Acetonmilieu ein Sedimentvolumen von 4,15 cem ein. 


Die 


Acetonmilieu ist am Anfang der Reaktion ziemlich bekannt. 


Wasserverteilung zwischen der Quellungsphase und dem 
Was fiir 


Veranderungen in dieser Verteilung wahrend und nach der Reaktion 
im Gleichgewichtszustand eingetreten sind, kann man _ vermuten. 
Es ist aus den Endkonzentrationen der Substrate zu entnehmen, dab 
fiir den Gleichgewichtszustand jedenfalls die totale Wassermenge eine Rolle 
spielen mup, denn nur dann, wenn man sowohl das Quellungswasser 


als auch 


konstantere K-Werte. 


das sich im Milieu befindende in Betracht zieht, bekommt man 
Dies gilt fiir die einphasigen Substratsysteme. 


Zum Vergleich wurden im ganzen identische Versuche im Ather- 


und Ace 


tonmilieu bei 20,2° ausgefiihrt. Die Resultate derselben sind 


in der Tabelle VII zusammengestellt. 


Vergleich 
Quellungsgrad der Esterase, auf die v)- und K-Werte. 


Tabelle VII. 


des Wassereinflusses im Aceton- und Athermilieu auf den 
Temperatur 20,2°. 


Sonst Reaktionsbedingungen wie in Tabelle VI. Esterase Id. 





Acetonmilieu 























Z b a 
‘Wasser-— ane. Quellung der Esterase Pe [H O}- 
MoletLi menge v9 tration Endkonzen- kK 
Mole/Liter Sediment- 9) 1 in Milli- | tration 
volumen Re mol/Liter 
, 0,0 0,380 4,4 9,4* 1,7 
0,5 0,880 4,5 2.2 
1,0 1,380 4,55 13,0 3,0 233 1613 0,31 
2,0 2,380 5,25 16,5? 8,6 206 2586 0,31 
4,0 4,380 6,25 16,1 20,6 155 4535 0,38 
| Athermilieu 
Z b | : oF 
Wasser | B all Quellung der Esterase eg H, 0- 
MolevLt ea | menge v9 tration Endkonzen- kK 
Mole/Liter | Sediment- 9) 09 in Milli- tration ! 
volumen i mol/Liter | 
| 
0,0 | 0,380 4,35 9,9* 2.5 263 643 0,38 
0,5 | 0,880 5,15 11,9 28,0 | 252 1032 0,32 
10 | 1,380 5,90 16,6 43,0 237 1617 0,29 
2,0 2,380 7,10 19,8 53,0 216 2596 0,25 


* Eigentlich sollten die Werte von 8,6 ° 9 gefunden werden, jedoch gibt die angewandte 
Methode leider grofBe Abweichungen. 
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Im Ather ist der Quellungsgrad der Esterase gréfer als im Aceton- 
milieu und auch die Wirkung bedeutend starker. Dieser Zusammenhang 
tritt deutlich hervor. Das Sedimentvolumen der Esterase in den Aceton- 
milieus ist bei 20,2° kleiner als bei 36,9°, und auBerdem ist der Verlauf 
des Quellungsgrades mit der Erhéhung der Wasserkonzentration bei 20,2° 
ein anderer als bei 36,9, dasselbe bezieht sich auch auf die esteratische 
Wirksamkeit und die Wasserkonzentration bei diesen zwei Temperaturen 


(vgl. Tabelle VII mit V1). 


Bei 36,9° haben wir bei einer n 1,0 Konzentration des zugegebenen 
Wassers eine schon dem maximalen Werte gendherte Aktivitaét, und das 
%-Maximum ist bei n 2,0 H,O. Bei 20,2° ist bei Zugabe von n 1,0 H,O 
die Aktivitaét verhaltnismaBig nicht so stark gestiegen, und die maximale 
Geschwindigkeit wird wahrscheinlich bei héheren Wasserkonzentrationen 
als n 4,0 liegen. Auch hier ist eine Beziehung zwischen Quellungsgrad und 
Aktivitat zu verzeichnen. Die aus den Endkonzentrationen der Substrate 
berechneten K-Werte sind sowohl im Aceton bei 20,2° und bei 36,9° als auch 
im Ather ahnlich. Eine Abweichung macht diesbeziiglich der Versuch mit 
Wasserzugabe von n 2,0 H,O im Athermilieu! (K = 0,25). Auch hier 
kénnen die Substratendkonzentrationen nicht zur genauen A-Bestimmung 
dienen. Trotzdem wurden in einigen Reaktionssystemen wenig abweichende 
K-Werte erhalten. Uberall wurde auch das Quellungswasser in die K-Rech- 
nung einbezogen. 

Dieser Umstand wurde in der vorigen Arbeit? nicht beriicksichtigt. 
Der Wassergehalt der Esterase wurde in die Gleichgewichtsgleichung nicht 
einbezogen, deshalb fielen die K-Werte bei kleineren Wasserkonzentrationen 
zu groB aus (Tabelle XVII der vorigen Arbeit) *. 


Aus dem Zusammenhang zwischen der Esterasewirksamkeit 
und dem Quellungsgrad des Praparats bei verschiedenen Temperaturen 
ergibt sich folgende VorsichtsmaBregel: Bei Temperaturkoeffizienten- 
bestimmungen der Esterase in wasserarmen Medien mup man den Quellungs- 
faktor beriicksichtigen. Nicht jede quellungsférdernde und dabei fiir die 
Esterase unschidliche Substanz wird die Reaktion beschleunigen 
kénnen. In dem folgenden Versuch wurde Glycerin als eine solche 
Substanz und auch als Substrat angewandt. Es wurden drei Proben 
zusammengestellt: 1. H,O n 0,366 + Buttersiure n0,45 + Propanol 
n2,0. 2. H,O n 0,366 + Buttersiure n 0,45 + Glycerin n0,5. 3. H,O 
n 0,366 -+- Propanol n 2,0 + Glycerin n0,5 + Buttersiure n 0,45. Zur 
Quellungsbestimmung wurden dieselben Systeme wie vorher gebraucht. 
Der Versuch ist in der Tabelle VILI angegeben. Bei Glycerinanwesenheit 
ist das Sedimentvolumen vergr6Bert und die Reaktionsanfangsgeschwin- 
digkeit mit Propanol im Gegenteil sehr herabgedriickt. 


1 Vielleicht haben wir hier eine Bildung einer zweiten Makrophase 
um das quellbare Praparat vor uns. 
2 Diese Zeitschr. 230, 19, 1931. 











Ree. i Somer Jer a 
? Soukeiees 








314 Ek. A. Sym: 


Tabelle VIII. 
EinfluB des Glycerins auf die Esterifizierungsgeschwindigkeit und auf den 
Quellungsgrad. Konzentrationen sind im Text angegeben. Esterase IId 
4g. Volumen 50ccem. Acetonmilieu. Temperatur 38,8°. 





ji . “a 
| | Esterend- 


y | Sedimentvolumen | ; 
Versuch : : | konzentration 
| mom a | in Millimol/Liter 
1 5,2 394 357 
| 
2 6,6 1,2 | 206 
} | 
8 Cl 6,3 148 =| 351 


Ein Teil des Pankreastrockenpraiparates wird unbegrenzt quellbar 
sein und bei Anwesenheit von gewissen Wassermengen, die eine Peptisation 
hervorrufen kénnen, wird auch die Esterase in Lésung iibergehen. Die 

isterase, die sich im mehr oder weniger gequollenen Praparat befindet, 
ist gegeniiber der inaktivierenden Wirkung von verschiedenen Faktoren, 
wie Aceton, organische Saéuren, Alkohol und héhere Temperaturen, ge- 
schiitzt; die im Wasser geléste Esterase ist jedoch gegen die Anwesenheit 
wasserléslicher organischer Saéuren, Alkohole (Methyl-, Athyl-, Propyl- 
alkohol und Glykol) sehr empfindlich. Diese Verbindungen bilden ja 
die Substrate der esteratischen Katalyse, und leider kann man sie 
nicht zu Versuchen im Wassermilieu verwenden. Auch niedere Ester, 
Triacetin und viele kapillaraktive Stoffe wirken schadlich auf die geléste 


Esterase !. 


Wahrend der Herstellung des Esterasetrockenpriparates miissen 
schiitzende Bedingungen vorhanden sein, die eine Inaktivierung durch 
Aceton und Ather nicht zulassen. Man kann dieses Verhalten der Gewebs- 
esterase bei der Acetontrocknung nachahmen. Es wurde eine Esterase- 
lésung so hergestellt, daB man zu 20 g Esterase 120 ccm H,O zugab (zerreibt, 
schiittelt) und dann die so hergestellte Lésung durch den Btichner-Filter 
klar filtriert. Zu einem abgemessenen Volumen des Filtrats (py = 5,2) 
gibt, man eine 8° ,ige frisch hergestellte Gelatinelésung von 40° in der- 
selben Volumenmenge wie das Filtrat. Nach einigen Stunden gibt man 
zu dieser Lésung eine fiinffache Menge Aceton. Es entsteht ein weiBer 
Niederschlag, in welchem sich die aktive Esterase befindet. Der Nieder- 
schlag wird auf Filterpapier gesammelt und dann einige Male mit 
Aceton gewaschen. Diese Gelatineesterase wirkt kraftig in unserem 
Standardsystem. 


tin Parallelversuch, wobei man statt der Gelatinelésung Wasser 
zusetzte, lieferte bei Acetonzugabe eine Fallung, die inaktiv war. Die 
Gelatinelésung schiitzt vor der Inaktivierung. Eine ahnliche Rolle wie die 
Gelatine kénnten die ZelleiweiBstoffe bei der Herstellung des Trocken- 
praparates spielen. Wenn spiter aus einem solchen Trockenpraparat durch 
Wasser- oder Glycerinzusatz eine Lésung hergestellt wird, so werden dabei 
nur solche Anteile des Praparats peptisiert, die keine besonders schiitzende 
Wirkung auf die Esterase ausiiben. 


1 Willstdtter u. Memmen, Zeitschr. f. phys. Chem. 138, 229, 1924. 
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C. WassereinfluB im zweiphasigen Substratsystem. 


1. Einflug der Wassermenge auf die Esterasewirkung bei Verteilung der 
Substrate auf zwei Phasen. 

Unsere vorigen mit zweiphasigen Systemen [I. Phase (Wasserphase) : 
Wasser, Glycerin, geléste Lipase, II. Phase (hydrophobe Phase): 
Olsiure, Glycerid] ausgefiihrten Versuche! haben erwiesen, daB die 
Lipase an der Phasenzwischenschicht adsorbiert wird und nur in solchem 
Zustand wirkt. Bei den folgenden Versuchen wurde auch der Alkohol 
in die hydrophobe Phase verlegt und so eine Verteilung, in welcher 
drei Substrate (Saure, Alkohol, Ester) die eine und das Wasser nebst 
Esterase die zweite Phase bilden, erzielt. Auf diese Weise konnte der 
WassereinfluB auf die Esterasewirkung besser verfolgt werden. 


2s handelte sich bei diesen Versuchen erstens um Priifung, ob bei 
diesen Systemen das Wasser wahrend der Esterifizierung auch eine akti- 
vierende Wirkung ausiibt, zweitens um die Untersuchung, ob die KorngréBe 
des Esterasepriparates auf die Reaktionsgeschwindigkeit einen Einflu® 
hat und drittens um Nachweis eines Wassereinflusses auf den Gleich- 
gewichtszustand der Reaktion in beiden Phasen der Substrate. Zu diesem 
Zwecke wurden Systeme gebraucht, welche in der einen Phase Olsiure, in 
der zweiten das Wasser zum Medium haben. 


In der Olséure wurden in Wasser schwer lésliche Alkohole (i-Amyl-, 
Butylalkohol) gelést. Der aus diesen Substraten sich bildende Ester verblieb 
auch in dieser Phase. Besonders der i-Amylalkohol, welcher sowieso schwer 
wasserléslich ist, wird bei diesem Zweiphasensystem beinahe vollkommen 
in Olsiure iibergehen. Die Wasserphase samt Esterase wurde in diesen 
Systemen in solchen Mengen gebraucht, daB sie immer in der hydrophoben 
Phase dispergiert auftrat. Die Saurebestimmungen wurden in der hydro- 
phoben Phase, nach deren schnellen Abzentrifugierung, gemacht. 


Bei Wasserzugabe zu dem. Praiparat Id (3cem H,O zu 2g Esterase) 
und nachherigem Aufschiitteln des Breies mit 25 cem hydrophober Phase 
(Olsiure + Amylalkohol, aquimolekular) konnte man leicht im mikro- 
skopischen Bilde bei 80facher VergréBerung gequollene Praparatk6érner 
neben kleinen Wasserkiigelchen, die sowohl frei in der hydrophoben Phase 
als auch an der Oberflache der Teilchen angeheftet, dabei lings derselben 
abgeflacht und verschieden deformiert waren, unterscheiden. Nach Zugabe 
gewisser Wassermengen zum Praparat wurde gewohnlich der Brei durch 
Mischung mit einem diinen Glasstab dargestellt. Man darf den Glasstab 
beim Mischen nicht stark an die GefaéBwand andriicken, sonst bilden sich 
Klumpen, die sich in der Olsaéurelésung nicht zerteilen wollen. Der Brei 
wird mit einer bestimmten Menge Olséurelésung vermischt und kraftig 
durchgeschiittelt. Etwa 6 ccm der Suspension wurden in das Zentrifugier- 
réhrchen abgegossen und dann von der abzentrifugierten oberen Schicht 
2cem zur Séurebestimmung abpipettiert. Man verwendet zweckmiabig 
eine breite Pipette und laBt die Fliissigkeit langsam abflieBen. In den ersten 
Versuchen wurde der EinfluB des Wassergehaltes der Esterase auf die 


, 


Esterifizierungsgeschwindigkeit und auf das Gleichgewicht untersucht. 


1 Biochem. J. 24, Nr. 5, 1265, 1930. 
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Tabelle 1X. 


EinfluB des Wassergehaltes der Esterase I auf die Esterifizierungs- 

geschwindigkeit und auf das Gleichgewicht. II. Phase: 1 mol/Liter 

i-Amylalkohol in Olséure gelést. Volumen 25cem. I. Phase: Esterase 
Id = 2g + H,O. Temperatur 38,0°. 





Wassergehalt Zur Esterase Sdureend- Unkorrigierte o 
der Esterase zugegebenes vo konzentration * Ester- 3 = 
in J/g H,0 in cem in Mole/Liter | konzentration o HO 
8,6 15 1,55 0,92 1,7 
20,0 45 1,56 0,91 2,2 
1,0 105 1,55 0,92 
3,0 98 1,57 0,90 
6,0 98 1,55 0,92 


b 


* Bestimmt nach 5 Tagen. 
Tabelle X. 
EinfluB des Wassergehaltes des Esterasepriparates II auf die vp-Werte. 
II. Phase: aquimolekulare Mengen von i-Amylalkohol und Olséure. Reak- 





tionsvolumen 25ccm. I. Phase: Esterase Ild = 2g. Temperatur 37,5°. 
, P + : . vo 
Wassergehalt der Esterase in 9/9 vo oj) HO 
3,4 78 22,9 
4,9 128 26,1 
8,8 274 31,1 
Zu 2 g Esterase II 1 eem H,O 301 


Aus den Tabellen IX und X kann man entnehmen: 


1. Dag auch im Zweiphasensystem der Substrate das Wasser auf die 
Esterase stark aktivierend wirkt. 

2. DaB auch hier das Praparat II mit einer kleineren Aktivierungs- 
wassermenge auskommt (Tabelle X). 

. 3. DaB die Saureendkonzentrationen bei den Versuchen mit 
Praparat I sehr ahnlich sind, d.h. da der Gleichgewichtszustand unab- 
hangig von den hier angewandten Wassermenge ist. Spiater hat sich 
erwiesen, daB bei kleinerem Wassergehalt des Praparates der Esteri- 
fizierungsgrad gréBer wird. 

Identische Versuche wurden mit Propanol und Butanol an Stelle von 
Amylalkohol ausgefiihrt, und es wurden sehr ahnliche Resultate erhalten 
(trotz der Wasserléslichkeit des Propanols), d. h. derselbe EinfluB des Wasser - 
gehaltes der Esterase I auf ihre Wirksamkeit und aéhnliche Endkonzentra- 
tionen der Saéure festgestellt. 

AuBer diesen Versuchen wurden folgende ausgefiihrt: beim ersten 
Versuch wurde zum Préaparat anstatt des Wassers eine 15° ,ige Glycerin- 
lésung zugegeben, um die Esteraselésung zu stabilisieren; es waren jedoch 
keine Unterschiede zwischen diesen und den vorigen (mit Wasserzugabe) 
Versuchen sowohl in den Anfangsgeschwindigkeiten der Esterifizierung 
als auch in den Saéureendkonzentrationen zu verzeichnen. Es wurden 
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dabei 6cem Glycerinlésung zu 2g Esterase | und dies zu 1 mol. Amyl- 
alkohollésung in Olséiure (hydrophobe Phase = 25cem) zugegeben. im 
zweiten Versuch wurde nachgewiesen, daB bei Isolierung der Olsiurephase 
von der Wasserphase in der ersten keine Reaktion mehr stattfindet. Dazu 
wurden 2g von (21°, Wassergehalt) Esterase | mit 1 mol. Amylalkohol- 
lésung in Olséiure (25cem) 10 Minuten geschiittelt, dann die Suspension 
zentrifugiert und die obere klare Schicht nach einer Saurebestimmung in 
derselben in den Thermostaten gebracht. Nach 24 Stunden konnte man 
keine Veranderung in der Saurekonzentration der Olsiiurephase beobachten. 

Zur esteratischen Wirkung ist unbedingt der Kontakt der hydrophoben 
Phase mit der esteraseenthaltenden Wasserphase notwendig. Aus der 
vorigen Arbeit! wissen wir, daB die an der Phasengrenzschicht ad- 
sorbierte Esterase leicht desorbiert wird, und zwar desorbiert in die 
Wasserphase (Glycerinlésung). 

Das Anhaften der Esterase an der Grenzschicht ist ziemlich locker 
und erfolgt nur von der Wasserlésung her. 


Weiter wurden Synthesen mit aquimolekularen Mengen von Olsaure 
und von Alkoholen (Propanol-, Butanol- und i-Amylalkohol) ausgefiihrt, 
um aufzufinden, wie weit die Reaktionen mit diesen Alkoholen verlaufen 
(Tabelle X1). Mit Amylalkohol-Olsiure wurde auBerdem eine Hydrolyse 
versucht, um den genauen Gleichgewichtspunkt dieser Reaktion festzu- 
stellen. Die Reaktionen verliefen von beiden Seiten bis zu derselben Gleich- 
gewichtslage. Der Endesterifikationsgrad fiir Butanol- und Amylalkohol 
ist beinahe derselbe, fiir Propanol etwas kleiner. Vielleicht spielt beim 
letzten Falle die Wasserléslichkeit des Alkohols eine Rolle. Man untersuchte 
auch die Kinetik der Esterifikation von Amylalkohol-Olsaéure; zu dem 
Zwecke versuchte man, den Reaktionsablauf mit der Formel 


dx 
dt 


zu beschreiben, a = Anfangskonzentration sowohl von Olsaéure als auch 
von Amylalkohol. Die Wasserkonzentration wurde nicht beriicksichtigt, 
da man sie als konstant (CbhermaB) annahm. 2 Konzentration des 
gebildeten Esters. Es zeigte sich jedoch, dafi die Werte der Reaktions- 
geschwindigkeitskonstanten mit dem Reaktionsablauf allmahlich an- 
wuchsen. 


= k, (a— x)? — koe 


Tabelle XI. 
AbschluB der Esterifikation der Olsiure mit Propanol-, Butanol- und i-Amy!- 
alkohol. Phase II: aquimolekulare Mengen von Olséure und Alkohol. 
Volumen 25cem. Phase I: Esterase | d 2g + 8cem H,O. Tempera- 
tur 37,5.° 





Sturekonzentration in Mole/Liter Konzentration 
Alkohole — des gebildeten Esters 
2 am Anfang am Reaktionsende in Mole/Liter ohne Korrektur 
Propanol. . . . . 2,32 0,46 1,85 
Batencl ..... 2,27 0,30 1,97 
i-Amylalkohol. . . 2,27 0,32 * 1,95 


* Dieselbe Konzentration wurde bei der Hydrolyse erreicht. 


1 Biochem. J. 24, 1265, 1930 (Tabelle XIV). 
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Die Gewichtsmenge und das Volumen der hydrophoben Phase werden 
wihrend der Esterifizierungsreaktion verkleinert. Es wird Ester aus den 
Komponenten dieser Phase gebildet, wobei das sich bildende Wasser an 
die Wasserphase abgegeben wird. Bei einer vollstiindigen Synthese einer 
aquimolekularen Menge von Olséure und i-Amylalkohol miiSte man an- 
nahernd mit einer 4,5°,igen Verkleinerung des Volumens der hydrophoben 
Phase rechnen. Wenn man auch diese Korrektur an den Bestimmungen, 
welche bei dem Reaktionsablauf gemacht wurden, anbringt, so wird dabei 
die Inkonstanz der k-Werte nicht viel geandert. 


2. Binjluf der Korngréfe der Esterase auf die vy-Werte im Zweiphasensystem 
der Substrate. 

Es war von Interesse, festzustellen, was fiir eine Wirkung die 
Praparate b, c und d ohne eine Wasserzugabe bei zweiphasigem Substrat- 
system ausiiben. Bei solcher Zusammenstellung des Systems mu 
die Phasengrenzfliche dicht an den Esterasekérnern anliegen. Zum 
Vergleich wurde gleichzeitig ein Parallelversuch mit Wasserzugabe 
zu diesen drei Priparaten, und zwar 4ccm H,O zu je 2g Esterase, 


Tabelle XII. 


EinfluB der Korngré8e der Esterase auf die v-Werte und den Gleich- 

gewichtszustand. Phase II: aquimolekulare Mengen von Olséure und 

Amylalkohol. Volumen 20ccm. Phase I: Esterase Ilb, c, d 2g. Tem- 
peratur 37,5°. 





Wasser ehalt ~ Ester- " han Verhiltnis 
>, , in °/o bzw. ’ endkonzentration Zu b relative 4 
Priparat Wasserzugabe 7 ohne Korrektur vo-Werte der — 
in cem in Mole Liter = 
b 40 Yo 48 1,955 1,0 1,0 
¢ 8,5 %, 161 1,965 3,3 3,1 
d 8,8 % 254 1,960 5,3 11,0 
_b’ 4 ccm 172 1,860 1,0 1,0 
¢ .. 242 1,885 1,4 3,1 
d’ 4, 285 1,885 ia 11,0 


* Bestimmt nach 12 Tagen. 


Tabelle XIII. 


EinfluB der KorngréBe des Praparates bei verschiedenen Wassermengen 
im Acetonmilieu. Konzentrationen: Buttersiéurekonzentration n 0.45. 
Propanol n 2,0. Volumen 50cem. Esterase Ila,d 4g. Temperatur 39,3° 





Wasserzugabe ’ Zu a relative Esterendkonzentration * 
Praparat in Mole/Liter v0 vo- Werte in Millimol/Liter 
a 0,0 31 1,0 392 
d | 0,0 } 1,8 396 
a 1,0 36 1,0 341 
d 1,0 61 1,7 345 


* Nach 5 Tagen bestimmt. 
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, 


(b’, ce’, d’) und auBerdem eine entsprechende Untersuchung im Aceton- 


milieu ausgefihrt. 

Aus den Resultaten, die in den Tabellen XIT und XUJ zusammen- 
gestellt sind (besonders die zwei letzten Kolonnen) sehen wir, daB bei 
Anwendung cines zweiphasigen Substratsystems ohne Wasserzugal« 
die Reaktionsgeschwindigkeit stark vom Zerteilungsgrade des Prdparates, 
also von der Gréfe der Phasengrenzflache abhingt. Bei Wasserzusatz 
zu diesem System bemerkt man hingegen einen bedeutend kleineren, 
dabei den Verhaltnisgr6Ben nach ahnlichen EinfluB der KorngréBe 
wie bei Anwendung einer Substratphase (Aceton) (vgl. auch Tabelle 1). 
Im Acetonmilieu verandert der Wasserzusatz nicht die v»-Abhangigkeit 
von der KorngréBe. Die relativen vg bei Anwendung von a und d sind vom 
Wasserzusatz unabhidngigq. 


Der Unterschied in dem Verhalten dieser zwei Systeme wird héchst- 
wahrscheinlich durch folgende Faktoren verursacht sein. In dem Zwei- 
phasensystem grenzt die hydrophobe Phase an die Kérneroberflaiche, kann 
aber nicht in das wasserenthaltende Esteraseprdparat eindringen, daher kommt 
die Oberflichenwirkung der Korner zum Vorschein. Bei kleinem Wasser- 
gehalt des Praparates ist ein Teil der Esterase in der Praparatstruktur 
verankert. Bei Wasserzusatz wird die Esterase ausgelaugt und in der Wasser- 
phase gelést. Beim Dispergieren dieser Phase in der hydrophoben adsorbiert 
sich die Esterase an der Grenzfldche, und deshalb hat in diesem Falle die 
Korneroberflachengr6Be einen so verhaltnismaBig kleinen EinfluB auf die 
Kinetik (b’, ce’, d’). 

Aus der vorigen Arbeit! wissen wir, daB die Adsorptionsfahigkeit der 
Esterase sehr groB ist und daB schon kleine Oberflichen imstande sind, 
dieselbe vollkommen aufzunehmen. Deshalb kann man annehmen, dai 
die ausgelaugte Esterase in unserem Falle ihre volle Wirkung ausiiben kann. 
Das Verhalten der Esterase im Acetonmilieu wird man ganz anders deuten 
miissen. Dort wird die einheitliche Substratphase tief in das aktive gelartiq« 
Prdaparat eindringen kénnen, was auch vom Wassergehalt des Priparates 
nicht abhangt. Deshalb steht die Reaktionsbeschleunigung durch Anwendung 
grOBerer K6érneroberflichen in keinem Verhaltnis zu ihrer Oberflichen- 
gréBe. Bei diesen Erwagungen mii8te man auch die Diffusion in’ den 
Gallerten in Betracht ziehen. Bekanntlich hat der Quellungsgrad einen 
tinfluB auf die Diffusion in der Gallerte. Jedoch scheint dieser Faktor 
eine geringere Rolle zu spielen als die Kontaktméglichkeit selbst der Sub- 
strate mit den im Praparat verankerten Esteraseteilchen. Man kénnte 
sich vorstellen, daB die Zugénglichkeit zu den aktiven Stellen bei kleinem 
Quellungsgrad erschwert ist und daB die aktivierende Wirkung des Wassers 
in dem AufschlieBen des Enzyms besteht. Jedoch widersprechen die 
Versuche der Tabellen LX und XIII dieser Annahme. Ein gréBeres Teilchen 
des Priparates miiBte dabei eher eine AufschlieBung der Esterase brauchen 
als das kleinere. Dies ist jedoch nicht der Fall. Das Verteilungsgleich- 
gewicht zwischen den Phasen wird sich wahrscheinlich wahrend der Reaktion 
schnell einstellen kénnen. 


1 Biochem. J. 24, 1265, 1930. 
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3. Einwirkung des teilweisen Wasserauflédsungsvermégens der Phase II auf 
den Esterifikations- und H ydrolyseendzustand. 


Durch Acetonzusatz zu der hydrophoben Phase wurde die Léslichkeit 
des Wassers in derselben erméglicht. Der Wassergehalt der zugegebenen 
Esterase hat in diesem Falle einen bedeutenderen Einflu8 auf den Gleich- 
gewichtszustand als in den Systemen, in welchen die Phase II in sich das 
Wasser nicht auflésen kann. Man vergleiche die Esterkonzentrationen 
nach Reaktionsablauf, die in den Tabellen XIV und IX angegeben sind. 


Tabelle XIV. 


Einwirkung der Wasserléslichkeit in der Phase II auf den Endesterifikations- 
grad. Konzentrationen: 1 mol /LiterOlsaure (31°, des Volumens), 1 mol/Liter 
Amylalkohol (11°, des Volumens). Acetonmilieu. Reaktionsvolumen 
50cem. Esterase Ie 4g. Temperatur 37,5°. Im Versuch 2: Esterase im 
Dampf gequollen. Im Versuch 3: zur Esterase zugegeben 2ccm H,0O. 





Versuch a Esterendkonzentration re 
Nr. Wassergehalt i in Millimol/Liter k 
1 | 8,6 %, 9 631 0,21 
2 16,0% 38 605 0,21 
3 || 2eem Zugabe 67 479 0,22 


* Bei Beriicksichtigung der totalen Wassermenge. 


Die in dem Olséuremilieu anwesende Wassermenge nimmt_ in 
dem Gleichgewichtszustand in ihrer Konzentrationsgr6Be teil (konstante 
K-Werte), das Wasser in der Wasserphase hingegen greift in das 
Gleichgewicht nicht in einfacher Weise ein. Von einer bestimmten 
Wassermenge an, die in der Phase I enthalten ist, konstatieren wir eine 
Unabhangigkeit des Gleichgewichtszustandes der Phase II von dieser 
Wassermenge (Tabelle LX). 


Wenn man im Olivené] mittels Acetonzugabe eine teilweise Wasser- 
auflésung des Wassers aus der zugesetzten Phase I vollbringt, so geht 
die esteratische Hydrolyse des Oles sehr weit vonstatten. Aus der Ta- 
belle XV sehen wir, ein wie groBer Hydrolysegrad bei solcher Veranderung 
des Systems erreichbar ist. 


Tabelle XV. 


Einwirkung der Wasseranwesenheit in der Phase II auf den Endhydrolyse- 

grad des Olivenéls. Versuch 1: 3,7 g Olivenél mit Aceton aufgefiillt auf 

50 cem + Esterase Ic 4g + 4,8cem H,O. Versuch 2: 7,4 g Olivendl mit 
Aceton aufgefiillt auf 50 ccm + Esterase Ie 4g + 4,8cem H,0O. 





Versuch S&urekonzentrationen in Mol/Liter S&urekonzentration * 


nach vollstandiger Endhydrolysegrad 





Nr. nach 24 Std. nach 128 Std. Hydrolyse in %9 
1 0,160 0,196 0,231 85 
2 0,306 0,376 0,462 81 


* Bestimmt mittels Verseifung und umgerechnet fiir das angewandte System. 





kl 
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auf Wenn man einem im Gleichgewicht befindlichen und anfangs aus 
aquimolekularen Mengen von i-Amylalkohol und Olsaéure zusammen- 
gesetzten System (wobei 8ccm H,O zu 2g Esterase zugesetzt wurden; 








koit hydrophobe Phase = 25cem Volumen) die hydrophobe Phase entnimmt 

— und zu derselben ein Esterasetrockenpraparat (2g zu 20cem der hydro 

ich- phoben Phase), welches 8,8°, H,O enthalt, zugibt, so geht die Esterifi- 

das zierung weiter vor sich. Es zeigt sich namlich, daB bei kleinerem Wasser- 

_— gehalt der Esterase die Gleichgewichtslage mehr auf die Syntheseseite 

ind. verschoben wird. Da der Isoamylalkohol ein Gemisch einiger isomerer 
Alkohole ist, so kann man hier vorlaufig keine quantitativ einfache Er- 
fassung dieser Erscheinung erreichen. Deshalb wurden identische Versuche, 

i die noch im Gange sind, mit n-Butanol unternommen. 

iter Wenn ein Alkohol (Glycerin) in der Wasserphase gelést auftritt, so 

nen kann man mittels Einfiihrung in die Gleichgewichtsgleichung der Wasser 

im konzentration in der zweiten Potenz konstante K-Werte erhalten. Die 

20. modifizierte Gleichung hat die folgende Form: 

— K (Olsaure},, . [Glycerin }, 

. { Ester },, -{ Wasser |? 

iii In diesem Falle kénnen die Substratkonzentrationen in den einzelnen 
Phasen zur Berechnung der K-Werte gebraucht werden. Deshalb haben 
wir die Signaturen bei den Konzentrationszeichen I und II (fiir die beiden 
Substratphasen) angewandt. 

Aus der Tabelle VII der ersten Mitteilung! sind entsprechende Daten 
entnommen worden und in der Tabelle XVI samt den berechneten A) -Werten 
om zusammengestellt. Die Wasserkonzentrationen sind hier im Verhaltnis 

nte zu Saéure- und Esterkonzentrationen sehr groB, und deshalb ist es gestattet, 

das die Anfangskonzentrationen des H,O zur Berechnung der Kj} zu gebrauchen. 
ven In den modifizierten K}-Werten bemerken wir keine im Verhiltnis zu 

— K,-Werten groBe Abweichungen. Dazu vergleiche man die zwei letzten 

‘ser Kolonnen der Tabelle XVI. Das im einphasigen Substratsystem (hdchst- 
wahrscheinlich auch das in der Phase I1) geléste Wasser tritt reaktions- 

ser- kinetisch wie in der Gleichgewichtsgleichung einfach in threr Konzentrations- 

eht gréBe auf, hingegen das Wasser der Phase I tritt sowohl bei Alkoholan- als 

Ta- auch bei -abwesenheit in komplizierterer Form auf. 

ing 

Tabelle XVI. 
Die modifizierte K-Konstante. 
Qe ; Konzentration in Mole Liter : ; 
® 9 Glycerol —_— —— ———— kK hy A, | Hy, 0} 

auf Glycerol H,0* 

mit 

62,3 6,8 21 1,26 0,060 

es 66.3 72 19 0,95 0,050 

ion 72,4 7,8 15 0,83 0,062 

76,7 8,3 13 0,60 0,046 

82,4 9, 9,8 0,59 0,060 


* Diese H,O-Konzentrationen sind irrtiimlicher Weise in der vorigen Arbeit in 10fach 
kleinerer Konzentration angegeben worden. 


! Biochem. J. 24, 1274, 1930. 
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-_ 


Bei einem zweiphasigen Substratsystem mit der Alkoholkomponente 
in der hydrophoben Phase kann man nicht von einer Wasserkonzen- 
tration in der Wasserphase sprechen nur von Wassergehalt im Ver- 
haltnis zum Esterasepraparat. In diesem Falle wird der Quellungsgrad 
des Praparates einen EinfluB auf den Gleichgewichtszustand haben 
(Tabelle XII). Vielleicht wird folgende Behauptung méglich sein: 
Die Menge des Hydrospharenwassers des  hydrophilen Kolloides 

Esterase —— vertritt den kinetischen Konzentrationseffekt des Wassers 
in irgendeiner mehr komplizierten Weise. Das Quellungswasser_ bei 
kleinerem Quellungsgrad ist weniger reaktionskinetisch aktiv als das- 
jenige, welches bei einem Quellungsmaximum wirkt. 


4. Die Abhdngigkeit der vy-Werte von der H’-Konzentration. 


Ohne Pufferzusatz besitzt die Wasserphase samt dem Esterasepraparat 
ein Pu 5,2. Bei dem untersuchten py-Intervall (Tabelle XVII) liegt das 
pu-Optimum bei 6,8. ‘Wir haben in den von uns vorher angegebenen Ver- 
suchen keine optimale Bedingung zur esteratischen Wirkung geschaffen. 
Man konnte jedoch bei kleinem Gehalt an Wasser der Priiparate (Quellungs- 
wasser) keine Pufferlésung einverleiben. 


Tabelle XVII. 


pu-EinfluB auf die v-Werte und Endkonzentrationen. Phase II: aqui- 


molekulare Mengen von Olséure und Propanol. Volumen: 25 cem. Phase I: 
écem H,O + 2cem 0,05m Phosphatpuffer + Esterase Id 2g. Tem- 


peratur: 40,2°. Saéurekonzentration am Anfang: 2,45 mol. 





Unkorrigierte 


Sdureendkonzentration i heeiieamemitnaston 


ve = in Mole Liter* in Mole/Liter 
4,4 70 0,58 1,87 
6,0 139 0,52 1.93 
6,8 174 0,45 2.09 

y Re 166 0,46 1.99 
8,5 53 


* Bestimmung nach 12 Tagen. 


D. Erwigungen nebst Zusammenfassung. 

1. Sowohl in ein- als auch in zweiphasigen Substratsystemen 
hat der Wassergehalt des Esterasepraparates auf die Esterifizierungs- 
reaktion einen stark aktivierenden EinfluB. 

2. Dieser EinfluB ist bei kleinem Wassergehalt der Esterase 
diesem Gehalt annéhernd proportional, was sich in den nicht groBen 
Abweichungen der v)/°(, H,O-Werte kundgibt. 

3. Bei gréBeren Wasserkonzentrationen in einphasigen Substrat- 
systemen vergréBert sich der Quellungsgrad des Esterasepraparates 
und entsprechend auch seine Aktivitét. Hier hat man jedoch keine so 











Vol 
SVs 
gel 


yey 








ente 
Ze N- 
Ver- 
rac 
ben 
ein: 
ides 
sers 

bei 
das- 


arat 

das 
Ver- 
‘fen. 
ngs- 


em- 


nen 
1gs- 


‘ase 


Ben 


rat- 
ites 


sO 








"oe 


Esterasewirkung. III. 323 


einfachen Beziehungen zwischen dem Wassergehalt der Esterase und 
ihrer Aktivitét wie unter 2. 

4. Die OberflachengréBe des Esterasepraparates (seine Korngrébe) 
hat bei Anwendung eines wasserarmen Zweiphasensystems der Substrate 
eine starke Einwirkung auf die Reaktionsgeschwindigkeit (Tabelle X11) 
Hingegen ist bei allgemein einphasigen Svystemen der Substrate und bei 
zweiphasigen, aber mit gréBerem Wasserzusatz, diese Einwirkung be- 
deutend schwacher. Der Unterschied in diesem Verhalten der Substrat- 
systeme scheint uns durch folgende Umstainde verursacht zu sein 
Es wird allgemein angenommen, daf die Kolloide im Gelzustand mehr- 
phasig sind und daB die fliissige Phase in Gelen zusammenhangend ist!. 


Wir stellen uns also vor, dab auBer der Oberflachenwirkung auch 
irgendwo in dieser Phase des Esterasepraparates bei Anwendung eines 
einphasigen Substratsystems die Reaktion enzymatisch katalysiert wird. 
Dabei miissen nattirlich die Substrate in diese Phase hinein- und heraus 
diffundieren kénnen. Wie weit werden die Substrate in das Netzwerk de1 
tliissigen Phase eindringen kénnen’ Der verhaltnismaBig kleine Einflubs 
der Oberflachenvergr6Berung deutet darauf hin, daB das Eindringen ziemlich 
tief sein mu. Bei zweiphasigen, wasserarmen Substratsystemen kommt 
die Oberflachenwirkung des Esterasepriparates deshallb starker zum Aus- 
druck, weil das Eindringen der hydrophoben Substrat phase in das Quellungs- 
wasser unmdglich ist. In diesem Falle kénnen nur die aktiven Zentren 
der Oberflache des Préiparates katalytisch wirksam sein. Je weniger Wasse1 
das Praparat enthalt, also je kleiner die Hydrosphare des hydrophilen 
Kolloids Esterase ist. desto naiher kann die hydrophobe Substrat - 
phase an diese aktiven Zentren heranriicken. Jedoch wird bei kleinem 
Wassergehalt die Esterase wieder stark in ihrer Wirkung gehemmt. Wahr- 
scheinlich darf die Esterase thren hydrophilen Charakter nicht verlieren, um 
auch fiir die hydrophoben Substrate wirksam zu sein, Es scheint so, als ob 
die Hydrosphare der Esterase zur enzymatischen Katalyse unbedingt 
notwendig wire. Das Wasser kann in Zweiphasensystemen weder die 
Rolle eines Mittels zur erleichternden Diffusion der Substrate an das 
Praparat noch zur AufschlieBung der Esterasezentren spielen. Bei kleinem 
Wassergehalt der Esterasepraparate wird eine Bewegung im Inneren des 
Praparates der Esterasezentren unwahrscheinlich sein. Bei Wasserzusatz 
zu zweiphasigen Substratsystemen wird die Oberflachenwirkung des 
Praparates stark vermindert; in diesem Falle haben wir es héchstwahr- 
scheinlich mit einer Peptisierung und Adsorption der aktiven Esterase an 
der Phasengrenzflache zu tun; die im Inneren des Praparates versteckten 
Esterasezentren werden somit wirksam. 


5. Als Substrat tritt das Wasser, je nach der Phase. in welcher es 
vorhanden ist, verschiedenartig. auf. Das im einphasigen Substrat- 
system und héchstwahrscheinlich auch das in der Phase IT (hydrophobe ) 
geléste Wasser (Tabelle XIV) tritt reaktionskinetisch wie in der Gleich- 
gewichtsgleichung in ihrer Konzentrationsgr6Be auf, dagegen wirkt 


' H. Freundlich, Kapillarchemie 2, 548, 1932. 
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das Wasser in der Wasserphase beim zweiphasigen Substratsystem so- 
wohl bei Alkoholgegenwart (Glycerin) als auch -abwesenheit in kompli- 
zierterer Weise ein. Im Falle eines zweiphasigen Substratsystems 
mit der Alkoholkomponente in der hydrophoben Phase hat der Quellungs- 
grad des Praparates einen EinfluB auf die Gleichgewichtslage. 

6. Das Esterasepraparat ist an der Luft der Temperatur gegeniiber 
sehr resistent, und bei Hitzeinaktivierung regeneriert es sich leicht mit 
der Zeit. 

7. Das py-Optimum bei zweiphasigen Substratsystemen liegt in 
den untersuchten py-Intervallen bei 6,8. 


Dem Leiter des Instituts, Herrn Professor Stanislaus von Przytecki, 
spreche ich fiir die vielen Ratschlige meinen herzlichsten Dank aus. 
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Uber den Gehalt an A-Vitamin in Kuhblut und Ochsenblut. 


Von 
Martin Lundborg. 


(Eingegangen am 6. Januar 1933.) 


Bei der Bestimmung des A-Vitamingehaltes in Blut mit dem 
Antimontrichloridverfahren war bisher Ausschiitteln mit Ather und 
Petrolather erforderlich. Diese Methode ist sehr zeitraubend, und es 
kann auch in Frage gestellt werden (vgl. unten), ob sie quantitative 
Resultate gibt. Mit Hinsicht auf die Konsistenz der Blutmasse kann 
man auch kaum erwarten, daB hier das gewéhnliche Verteilungs- 
gesetz gilt. 

I. Vergleich der Untersuchungsmethoden. 

In dieser Zeitschrift habe ich friiher eine Untersuchung iiber 
A-Vitamingehalt publiziert! und habe damals eine speziell fiir diese 
Zwecke von mir abgeanderte Methode von Rése-Gottlieb?, die urspriinglich 
fiir Fettbestimmungen in Milch ausgearbeitet war, verwendet. Ich 
entschloB mich nun, fiir ahnliche Bestimmungen in Blut die Anwend- 
barkeit des selben Verfahrens auszuproben. 

Um das A-Vitamin aus dem Untersuchungsmaterial erschopfend 
zu extrahieren, wurden folgende drei Methoden angewandt: 

1. Atherextraktion des Blutes. 

2. Behandlung des unverdiinnten Blutes nach dem abgeanderten 
Verfahren von Rése-Gottlieb. 

3. Behandlung von verdiinntem Blut nach dem abgeanderten 
Verfahren von Rése-Gottlieh. 

In allen drei Fallen wurde das gleiche Blut verwendet. Dieses 
wurde zunachst in einer weithalsigen Flasche mit Glasperlen defibriniert. 


' M. Lundborg, diese Zeitschr. 231, 286, 1931. 
2 Gottlieb, Landw. Vers.-Stat. 40, 6. 1892; Rdse, Zeitschr. f. angew. 


Chem. 2, 100, 1888. 
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1. Atherextraktion. 


50 cem defibriniertes Blut wurden sechsmal mit je 100 cem Athe: 
ausgeschiittelt. Die vereinigten atherischen Extrakte wurden iiber wasset 
freiem Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedunstet. Der Riick- 
stand wurde mit trockenem Chloroform zu 5cem gelést und mit diese1 
Losung die Lovibondbestimmungen ausgefiihrt. Hier wie in den folgenden 
Versuchen sind Mittelwerte von zehn Bestimmungen angegeben. 





Lovibondeinheiten 


ccm Probelésung - : 
blau gelb 


0,2 0,3 0,3 
0,4 0,5 0,7 


Fir 100 cem defibriniertes Blut ergibt sich damit: 


L.-E. blau: 0.3.5 .5.2=15 | 14 
* » 06.2,5.5.2 12,5 j 


2. Rése-Gottlieb-Verfahren (weiter unten auch ,,Ammoniakmethode™ genanit) 
angewandt auf unverdiinntes Blut. 

50 cem detibriniertes Blut wurden in einem Scheidetrichter mit 2,5 cem 
konz. Ammoniak versetzt und nachher gemaB dem von mir abgednderten 
Verfahren (,,Ammoniakmethode") behandelt. Zu dem Blut, das durch den 
Zusatz von Ammoniak in einen dicken Brei iibergegangen war, wurden 
50 cem Ather und 50 cem Petrolather zugesetzt. Nach jedem Zusatz wurde 
der Scheidetrichter genau wie nach der Alkoholzugabe umgeschwenkt. 
Es zeigte sich nun, daB die Schichten sich sehr schwer voneinander trennten. 
und die Mischung wurde daher zentrifugiert. Die Ather-Petrolatherschicht 
wurde abgetrennt und die Blutmasse von neuem mit 50 cem Petrolather 
ausgeschiittelt. Danach wurde wieder zentrifugiert. Die beiden Fett- 
l6sungen wurden vereinigt. Nach dem Trocknen wurde der Rest in trockenem 
Chloroform gelést (5,0 cem). 


Lovibondbestimmungen : 





Lovibondeinheiten 


cem Probelisung 


blau ' gelb 
0,2 0,5 0,4 
0.4 1,1 0,9 


Hier wurde der Mittelwert fiir 0,2 und 0,4 com Probe ausgerechnet und 
aut 100 cem bezogen: 


0,53 ..5.5.2 26,5 L.-E. blau. 


3. Rése-Gottlieb-Verfahren mit verdiinntem Blut. 


50 cem defibriniertes Blut wurden mit 50 cem gekochtem, destilliertem 
kalten Wasser verdiinnt, im iibrigen wurde nach Verfahren 2 gearbeitet. 
Schon bei dem zweiten Ausschiitteln war der Extrakt so gut wie farblos, 
was, wie oben erwahnt, beim Ausschiitteln von unverdiinntem Blut nicht 
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der Fall war. Die Fettlésungen der ersten und der zweiten Extraktion 
wurden zusammen eingeengt und der Rest in Chloroform zu 5.0 com geldst. 


Lovibondbestimmungen. 





Lovibondeinheiten 





cem Probelisung 


blau gelb 
0,2 0,7 0.7 
0.4 1,4 1,2 
oder fiir 100 cem Blut: 
6.7:6.8.3 35 L.-E. blau. 


Danach wurde zum dritten Male mit Petrolather extrahiert und in 
Chloroform zu 2,0 cem gelést. 


Lovibondbestimmungen. 





Lovibondeinheiten 


cem 

*-robelis y “ee 

Pucbetioung blau gelb rot 
0.2 0.0 0.0 0.4 


Dies zeigt, daB die Carotinoide schon in die beiden ersten Extrak- 
tionen iibergegangen sind. Fiir Vitamin A-Bestimmung in Blut scheint 
daher die modifizierte Rése-Gottlicbsche Methode ziuverlissiger zu sein 
als eine gewohnliche Atherextraktion. Sie fiihrt rascher zum Ziel, und 
beim Arbeiten mit verdiinntem Blut kann Vitamin A quantitativ 
gewonnen werden. 


Il. Vergleich zwischen Vitamin A-Gehalt in Kuhblut und Ochsenblut. 
Fir diese Untersuchungen wurde eine Blutmischung von mehreren 
Kiihen bzw. Ochsen beschafft. Auf diese Weise erhielt ich eine Durch- 
schnittsprobe der betreffenden Blutart. Das Blut wurde in de- 
fibriniertem Zustand geliefert. 
Zunichst war es von groBem Interesse festzustellen, wie sich der 
Vitamingehalt auf Serum und Blutkérper verteilt. Diese —beiden 
Blutbestandteile wurden daher getrennt untersucht. 


A. Kuhblut. 
a) Serum. 

500 com von dem Kuhblut wurden wahrend '), Stunde zentrifugiert 
2800 Umdrehungen pro Minute). Das Serum wurde dekantiert und nach 
der oben erwahnten ,.Ammoniakmethode* untersucht. Zu diesem Versuch 
wurden 50cem von der beim Zentrifugieren erhaltenen klaren Fliissigkeit 
verwendet. Der nach dem erwahnten Verfahren zuriickbleibende Rest 


wurde in Chloroform zu 4,7 cem gelést. 
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Lovibondeinheiten 
ecm Probelésung — 


blau gelb 


0,2 2,1 0,8 
oder pro 100 ccm umgerechnet: 
2,1.5.4,7.2 = 98,7 L.-E. blau. 


b) Blutkérperchen. 


50 cem Blut wurden zentrifugiert, die Blutkérperchen dreimal durch 
Aufschlammen und nachfolgendes Zentrifugieren mit gekochter kalter 
0,85 °iger Kochsalzlésung gewaschen. Nach dem dritten Waschen wurden 
die Blutkérperchen mit gekochtem destillierten Wasser in ein 50 ccm- 
K6lbchen iibergefiihrt und das Kélbchen nachher mit demselben Lésungs- 
mittel bis zur Marke gefiillt. Diese Lésung, die also zersprengte Blut- 
kérperchen von 50 ccm Blut enthielt, wurde einmal mit Ather extrahiert. 
Riickstand mit Chloroform zu 2,0cem gelést. 


Lovibondbestimmungen. 





Lovibondeinheiten 


blau gelb 


cem Probelésung 
02 0.0 0.0 


Die Lovibondbestimmungen fielen also negativ aus, nach einiger Zeit 
kam die fiir Sterine charakteristische Rotfairbung zum Vorschein. 

Der Versuch zeigt, daB die Blutkérperchen keine Stoffe enthalten, 
die Blauférbung mit Antimontrichlorid geben (Vitamin A). Man 
braucht daher bei derartigen Bestimmungen nur mit Serumproben 
zu arbeiten. 

B. Ochsenblut. 

Hier wurden die Vitamin A-Bestimmungen teils in defibriniertem Blut, 

teils in Serum gemacht. 





a) Defibriniertes Blut. 


50 cem Blut wurden nach der ..Ammoniakmethode™ behandelt. Der 
Riickstand wurde in Chloroform zu 3.0 ccm gelést. Die Lovibondbestim- 
mungen ergaben: 





ecm ee ees ey ee ‘ 
Probelésung blau gelb rot 
0,4 | 1,8 1,8 1,8 


18.2,5.3.2 27 L.-E 


». blau. 
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b) Serum. 


5Ocem Serum wurden nach der ..Ammoniakmethode* behandelt. Der 
Riickstand wurde in 6,8 cem Chloroform gelést. 


Lovibondbestimmungen. 





Lovibondeinheiten 


ecm ie ite % 
Probelésung blau gelb rot 
0,2 0,4 0,4 od 


oder in 100 cem Serum 27 L.-E. blau. 


Da die Blutkérperchen etwa ein Drittel des gesamten Blutvolumens 
einnehmen, hatte man einen Wert erwarten miissen, der um ein Drittel 
gréBer war, also 27 + = 36 L.-E. blau. 

Es ist nicht ausgeschlossen, dai die Ablesungen durch die betrachtliche 
Rotfarbung in der Probe nach Zugabe des Antimontrichlorids Schwan- 
kungen unterworfen sind. Der gréBte fiir Lovibondblau gefundene Wert 
wich von dem kleinsten um 0,4 Einh. ab. Auf 100cem Probe macht das 
einen Unterschied von 6 Einh. aus. Aus Materialmangel konnte jedoch 
kein neuer Versuch gemacht werden. 

Selbst wenn wir mit dem héheren Wert (36 L.-E. blau) rechnen, also 
dem fiir Serum gefundenen, und mit Riicksicht auf das Volumen der roten 
Blutkérperchen korrigierten Wert, finden wir, daB der Gehalt des Kuh- 
blutes an A-Vitamin (98,7 L.-E. blau., vgl. oben) dreimal so groB ist wie 
der vom Ochsenblut. 


Fiir die in diesem Aufsatz zuerst beschriebenen Versuche, bei denen 
es sich um Ausprobierung der Versuchsmethoden handelte, wurde Rinder- 
blut ohne nahere Angabe beschafft. Dem Vitamingehalt nach zu 
urteilen, habe ich damals héchstwahrscheinlich Ochsenblut erhalten. 
Fiir die anderen Untersuchungen wurde dagegen ausdriicklich Kuh- 
bzw. Ochsenblut verlangt. 























Uber Co-Carboxylase. 


Reinigunesversuche und Vorkommen in tierischen Organen. 


Von 
Ernst Auhagen. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am &. Januar 1933.) 


Die Existenz eines Co-Enzyms der Neubergschen Carboxylase, 
der Co-Carboxyvlase, ist in zwei vorangegangenen Arbeiten durch Ver- 
suche mit Trockenunterhefe! und mit Hefesaften? nachgewiesen worden. 
In der vorliegenden Arbeit sollen einige Erfahrungen mitgeteilt werden, 
die bei Versuchen zur Anreicherung des neuen Co-Enzyms gewonnen 
wurden, weiterhin wird gezeigt werden, daB auch im tierischen Kérper 
ein Stoff mit Co-Carboxylase-Wirkung vorkommt. Diese Versuche 
kénnen nicht als abgeschlossen gelten: wenn sie trotzdem ver6ffentlicht 
werden, so deshalb, weil ich gezwungen bin, meine Untersuchungen 
iiber dieses Gebiet auf voraussichtlich langere Zeit zu unterbrechen. 


Uber die Bestimmung der Co-Carboxylase. 

Fiir die quantitative Bestimmung der Co-Carboxylase ist die Ein- 
heit Cb definiert worden als diejenige Menge, welche bei optimaler 
Anwesenheit aller sonstigen Aktivatoren die maximale Gargeschwindig- 
keit um lecem CO,/Stunde steigert (Bedingungen: 30°, Atiozymase 
aus 0,2g Trockenhefe, 0,1 g Glucose, Fliissigkeitsvolumen 2 ccm, 
pu = 6,4). Infolge der groBen Empfindlichkeit der Atiozymase war 
es nicht gegliickt, sie auf dieselbe Weise wie Apozymase zu trocknen, 
und es muBte daher zu jeder Bestimmung von neuem Trockenhefe 
ausgewaschen werden. Diese Schwierigkeit hat sich beseitigen lassen. 
Sorgt man fiir rasche Trocknung nach beendeter Auswaschung, so 
erhalt man recht garkraftige Atiozymase-Trockenpraparate. 

Folgende Arbeitsweise hat sich bewahrt: 30 g Trockenunterhefe (Ham- 
burger bryggeriet, Stockholm) werden mit 2 Liter Wasser 15 Minuten lang 


' BE. Auhagen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 204, 149, 1932. 
* Derselbe, ebenda 209, 20, 1932. 
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veschiittelt, abzentrifugiert, in | Liter 0.2 mol. Phosphatpufter vom py 7.85 


suspendiert und 30 Minuten lang geschiittelt. Nach dem Abzentritugieren 
wird die Phosphatbehandlung wiederholt. Dann wird die Hete auf det 
Zentrifuge zweimal mit je 1 Liter Wasser gewaschen und zum SchluB schart 
abzentrifugiert. Der Brei wird in diinner Schicht auf eine Glasplatte ge- 
strichen und vor einem groBen Ventilator bei 20 bis 25° getrocknet. Nach 
dem Trocknen wird der Atiozymasetilm mit einem Messer von der (ilas- 
platte entfernt und im Morser fein zerrieben. Ausbeute etwa IS g. 

Es ist dafiir Sorge zu tragen, da das Abschleudern mit gréBtmoglicher 
Beschleunigung vor sich geht, solange die Hefe unter der Einwirkung des 
alkalischen Puffers steht; die Zeit zwischen Beginn des Zentrifugierens und 
Suspension in frischer Waschfliissigkeit soll 10 Minuten nicht iiberschreiten. 
Die Trocknung soll nicht langere Zeit als 2 Stunden beanspruchen. 

Im Dunkeln aufbewahrt, halt sich die so hergestellte Atiozymase 
mehrere Wochen, ohne an Wirksamkeit zu verlieren. Bei maximaler 
Aktivierung zeigen 0.2 g¢ eine Gargeschwindigkeit von 12. bis 20 cem 
CO, Stunde. 

Durch die Anwendung dieser Trockenpraparate wird die Co-Carb- 
oxvlase-Bestimmung sehr vereinfacht, sie geschieht folgendermaben: 
Jedes GargefaB wird beschickt mit 0,1 g Glucose, 1.5 mg Acetaldehyd, 
mg Hexosediphosphat!, 0,02 Millimol MgCl, 0.5 cem Phosphat puffer 
(10°,ig, pu — 6,4), einer hinreichenden Menge Co-Zymase (mindestens 
25 Co), der auf ihren Co-Carboxylase-Gehalt zu priifenden Lésung und 
0,2 g Atiozymase. Die Mischung wird mit Wasser auf 2 ccm aufgefiillt. 
Die Bestimmung des Garverlaufs wird bei 30° im Schiittelthermostaten 
vorgenommen. 

Die Steigerung der maximalen Gargeschwindigkeit ist der zu- 
gesetzten Co-Carboxylasemenge innerhalb der Versuchsfehler propor- 
tional, wenn man unterhalb von 70 bis 80°, der maximal mdéglichen 
Aktivierung arbeitet. Da8 man auch mit kleinen Co-Carboxylase- 
Mengen annahernd richtige Ergebnisse erhalt, zeigt das folgende 





Beispiel: 
Tabelle 1. 
cem Co-Carboxylase 0,00 0.01 0.08 0,075 
‘Stunden (tid em 00g 
0,25 0,05 03 0,55 1,3 
0,50 0,1 0,55 1,3 3,2 
0,75 0,2 0,85 2,1 5,1 
1,00 0,25 1,15 3,0 6,9 
max. cem CO,gStd. . . . 0.5 1,2 3.6 7.6 
(bicem Lésung nach Abzug 
der Nullgarung . .. . -- 90 110 98 


' Das Hexosediphosphat wurde durch Umsetzung von Candiolin- 
calcium mit Natriumoxalat dargestellt und nicht weiter gereinigt. 
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Der Wert der Methode wird dadurch etwas gemindert, daB ver- 
schiedene Atiozymasepraparate nicht die gleichen Cb-Werte ergeben, 
es kénnen Schwankungen bis zu — 30°, auftreten, doch wird man sich 
meistens mit den untereinander vergleichbaren Relativwerten begniigen 
kénnen, die man bei Anwendung eines und desselben Praparates erhalt. 


Gereinigte Co-Carboxylase. 
Die Co-Carboxylase voéllig rein darzustellen, ist nicht gelungen, 
doch gliickte es, Priparate zu gewinnen, die tiber 200mal aktiver waren 
als Hefekochsaft. 


Als Beispiel sei folgende Aufarbeitung skizziert: Als Ausgangsmaterial 
wurde Hefekochsaft! verwendet, der in Lcem 150 Cb bei einem Trocken- 
gewicht von 0.35 g enthielt, also die Aktivitat A Cb — 430 besaB. 1 Liter 
dieses Kochsaftes wurde mit 2 Liter Wasser verdiinnt und mit rund 500 cem 
gesittigter Bleiacetatlésung (deutlicher UberschuB) gefallt. Nach dem 
Absitzen wurde die iiberstehende Lésung gr6Btenteils durch Abhebern, 
dann durch Zentrifugieren vom Niederschlag entfernt. Sie enthielt nur 
noch etwa 1 Cb/eem und wurde von anderer Seite auf Co-Zymase auf- 
gearbeitet. Der Niederschlag wurde auf der Zentrifuge mit 1 °,iger Blei- 
acetatlésung gewaschen, in Wasser suspendiert und durch Einleiten von 
Schwefelwasserstoff zersetzt. (Die Entbleiung mit Schwefelsaiure hat sich 
nicht bewaéhrt.) Das klare, stark gelb gefarbte Filtrat vom Bleisulfid wird 
gut geliiftet. Die Lésung besaB jetzt ein ACb von 1300. Sie wurde 
mit 1°, Schwefelsiure versetzt’ und mit der eben hinreichenden Menge 
Phosphorwolframsaure gefallt. Die Fallung, die die aktive Substanz ent- 
hielt, wurde abzentrifugiert, mit 1°,iger Schwefelsiure auf der Zentrituge 
gewaschen, dann in 1°,iger Schwefelsiure suspendiert und mit einer 
Mischung von gleichen Teilen Ather und Amylalkohol mehrfach aus- 
geschiittelt. Zu der schwefelsauren Lésung des freien Aktivators wurde 
Bariumhydroxyd gegeben, bis Kongopapier eben noch deutlich geblaut 
wurde. Das ausgeschiedene Bariumsulfat wurde abgeschleudert. © Durch 
die Phosphorwolframséurefaillung wurde die Hauptmenge des organischen 
und anorganischen Phosphats entfernt, die Reinheit stieg auf A Cb 22000. 

Die Lésung wurde mit Natronlauge gegen Lackmus neutralisiert und 
mit Pikrinséure gefallt. Nach Entfernung des Niederschlages wurde die 
Lésung zur Befreiung von iiberschiissiger Pikrinséure mit Salpetersdéure 
angesduert und ausgeaéthert. Dann wurde so lange Silbernitrat zugegeben., 
bis eine Probe in Barytwasser eine dunkelbraune Fallung erzeugte. Der 
entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und verworfen. Als die Lésung 
gegen Lackmus neutralisiert wurde, entstand eine zweite Silberfallung, die 
das Co-Enzym enthielt. Sie wurde abzentrifugiert und mit Wasser ge- 
waschen. Der weiBe Niederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt 
und besaB nach Durchliiftung die Aktivitat ACb — 72000. Zur weiteren 
Reinigung wurde die Lésung mit 2°, Schwefelsiure angesaiuert und mit 
Hopkins Reagens (10°, HgSO, in 5° ,iger H,SO,) gefallt. Der Nieder- 
schlag wurde verworfen. Die Lésung wurde wieder wie zuvor mit Silber- 


! Stark eingeengter Kochsaft wurde dem Institut in dankenswerter 
Weise von der Firma Knoll, A.-G., Ludwigshafen, zur Verfiigung gestellt. 
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nitrat gefallt. Nach dem Entsilbern war ACb auf S7000 gestiegen. Die 
Testbestimmung ist in Tabelle Il wiedergeyeben. 


Tabelle II. 


Jede Probe: 0,1 g Glucose + 9 mg Hexosediphosphat 30 Co | 0,02 Milli- 





mol MgCl, + 14mg Acetaldehyd 0.5cem 10° .iger Phosphat puffer 
(pu — 6,3) + 0,2 g Atiozymase. Gesamtvolumen jeder Probe 2 cem. 
mg gereinigte Co-Carboxylase 0,06 0,15 0,3 
‘Stunden eem COs 
0,25 0,95 0,65 2.0 3,45 
0,50 0,15 1,85 5,1 8,0 
0,75 0,25 3,1 8,45 11,15 
1,90 0,4 4.4 11,1 13,1 
1,25 0,5 5,8 13.6 14,3 
max. com CQO,/Std. . . . 0,4 5.6 13.4 18,2 


ACb nach Abzug der 
Nullgarung...... — 87 000 87 000 (59 000) 


zu hohe Dosis 


Die Ausbeute betrug etwa 10°. Weitere Reinigungsversuche 
(Fallung mit Quecksilber bei neutraler Reaktion, Fallung mit Barium 
usw.) waren sehr verlustreich und vermochten die Aktivitat nicht 
weiter zu steigern. Je reiner die Praparate wurden, desto weniger 
vollstandig wurden sie durch die verschiedenen Reagenzien ausgefillt. 
So lieB sich z. B. die Fallung mit Bleiacetat, die in den Anfangs- 
stadien zur ersten Trennung von der Co-Zymase ausgezeichnete Dienste 
leistet, spaiterhin nicht mehr anwenden, da der Hauptanteil der 
Co-Carboxylase in Lésung blieb. Es scheinen hier Adsorptionsvorginge 
eine erhebliche Rolle zu spielen. 

Das oben beschriebene Priaparat enthielt noch Co-Zymase, und 
zwar 1 Co auf etwa 10 Cb. Bei der Aufarbeitung von kleinen Ansatzen 
gelingt es zwar, bei der ersten Stufe der Reinigung, bei der Bleifallung, 
die Co-Zymase durch Auswaschen vollstindig zu entfernen; bei der 
Verarbeitung von gréBeren Mengen Kochsaft ist das aber praktisch 
undurchfiihrbar. Im weiteren Verlauf der Reinigung findet dann nicht 
nur keine Abtrennung, sondern sogar eine Anreicherung an Co-Zymase 
statt, d.h. die Ausbeute an Co-Zymase ist etwas besser als die an 
Co-Carboxylase, das Verhaltnis Co: Cb wird immer gréBer. Es ist 
bisher nicht gelungen, eine Methode zu finden, die bei reineren Pra- 
paraten eine Trennung der beiden Co-Enzyme bewirkt. 

Ebenso wie Co-Zymase wird Co-Carboxylase durch Uranylacetat 
gefallt und an Tierkohle und Aluminiumhydroxyd adsorbiert. 

Dieses gleichartige Verhalten der beiden Co-Enzyme der alkoholi- 
schen Garung legt die Vermutung nahe, daB es sich um nahe verwandte 
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Substanzen handelt. Der Phosphorgehalt des oben beschriebenen 
Praparates stiitzt die Annahme, daB auch die Co-Carboxylase ein 
Nucleotid ist. Die Substanz ergab bei der Phosphorbestimmung nach 
Embden unverascht kein freies Phosphat, nach Veraschung mit kon- 
zentrierter Schwefelsiure und Perhydrol 7,4°%, P, wahrend sich fiir 
eine Adenylsaure 8,9°, P berechnen. Der Fehler ist etwa ebenso grok 
wie bei nicht ganz sorgfaltig gereinigten Co-Zymase-Praparaten. 

Der Verlauf der Phosphorabspaltung in n HCl] bei 100° zeigte. 
daB eine einheitliche Substanz nicht vorlag. So waren z. B. nach 
7 Minuten 14°, des Gesamtphosphors abgespalten, nach 6 Stunden erst 
69°. Wahrend dieser Zeit sank die GréBe & . log eis (Zeit in 

t a 4 
Stunden) von 9,4. 10-3 auf 1,35. 10-3. Setzt man jedoch den nach 
1 Stunde noch gebundenen Phosphor (68°) als Anfangswert, so wird k 
fiir den weiteren Verlauf der Spaltung konstant, es betragt 1,15 . 107 3, 

Das gereinigte Co-Enzym gibt eine starke Pentosenreaktion mit 
Phloroglucin, doch kann diese auch allein durch den Co-Zymase-Gehalt 
des Praparates hervorgerufen werden: Schwefel konnte nicht nach- 


gewiesen werden. 


Verhalten der Co-Carboxylase bei der Autolyse der Hefe. 


Bestimmt man den Co-Carboxylase-Gehalt von in Autolyse  be- 
findlicher Hefe, so zeigt sich, daB er geringer wird und schlieBlich ver- 
schwindet. Der Angriff der Hefeenzyme auf das Co-Enzym der De- 
carboxvlierung erfolgt jedoch nicht so schnell wie der auf die Co-Zymase !. 


Beispiel: Stockholmer Unterhefe wurde mehrmals mit Wasser ge- 
waschen und abzentrifugiert. Das Zentrifugat (300g) wurde mit 20 cem 
einer Mischung von Toluol und Essigester (3:1) verriithrt und im Thermo- 
staten bei 30° der Selbstauflésung iiberlassen. Nach 0. 2 und 20 Stunden 
wurden Proben entnommen, 2 Minuten lang auf 90° erhitzt und schlieBlich 
gleichzeitig auf Co-Zymase und Co-Carboxylase gepriift. In den ersten 
2 Stunden .hatte sich der Gehalt an Co-Enzym nicht verandert, nach 
20 Stunden waren von 70 Co nur mehr 7, d.h. 10°, vorhanden. wahrend 
von 35 Cb noch 9, das sind 25°,, unangegriffen geblieben waren. Diese 
gréBere Widerstandsfahigkeit der Co-Carboxylase hat sich stets gezeigt: 
sie steht wohl im Zusammenhang mit den zahlreichen Angaben der Literatur 
iiber die verhaltnismaBig groBe Haltbarkeit der Carboxylase in Zymase- 


praparaten ?. 


' In einer vorlaufigen Mitteilung (Naturw. 19. 916, 1931) war auf Grund 
einer qualitativen Priifung angegeben worden, daB Co-Carboxylase bei det 
Autolyse der Hefe nicht zerstért wird. 
hat sich das als Irrtum erwiesen. 

2 Siehe z. B. C. Neuberg, diese Zeitschr. 56, 497, 1913. 


Bei der quantitativen Nachpriifung 


un 
un 








Cli 


ur 


DF 





Co-Carboxylase. 335 


Co-Carboxylase im tierischen Organismus. 


Die Carboxylase spielt beim normalen Zuckerabbeu im Tierkérpet 
héchstwahrscheinlich eine nur untergeordnete Rolle. Kleine Mengen 
sind aber wohl doch vorhanden und Gegenstand mannigfacher Unter- 
suchungen gewesen. 

Als erster hat T'schernorutzky' vor 20 Jahren ein Verschwinden von 
Brenztraubensiure im = Leber- und Muskelbre: von Warmbliitern beol 
achtet. Im Placentabrei hat JJaeda* eine Abnahme von Brenztraubensiure 
festgestellt. Thr Verschwinden allein beweist jedoch nicht die Anwesenheit 
von Carboxylase, da die Brenztraubensaéure als Zuckerbildner aut mannig 
tache Weise verandert werden kann, ohne decarboxyliert zu werden®. Aus 
Kohlensaurebildung bei Brenztraubensiurezufuhr ist aut Carboxylase ge 
schlossen worden auf Grund von Versuchen mit Leberbrei von 2. und 
H. von Euler* und Wieland und Wingler®, mit intakter Muskulatur von 
Meyerhof, Lohmann und Mever®, aus Acetaldehydbildung in’ Leberbre: 
und Lebertrockenpraparaten von Neuberg und Gottschalk? in’ Hautbrei 
von Nakamura’. In den meisten Fallen handelt es sich jedoch um seln 
kleine Wirkungen ®. 

Wenn man nicht annehmen will, daB die tierische Carboxylase 
von der der Hefe verschieden ist, so muB man fordern, daB auch im 
tierischen Organismus Co-Carboxylase nachgewiesen werden kann, 
und das ist, wie die folgenden Versuche zeigen sollen, auch tatsachlich 
der Fall’. Die beobachteten Wirkungen sind sehr klein —— in Anbetracht 
der anscheinend untergeordneten Rolle der Carboxyvlase im Organismus 
war das auch von vornherein wahrscheinlich — . sie betragen nur einen 
Bruchteil der beobachteten Co-Zymasewirkung. Das Verhaltnis An- 
zahl Co: Anzahl Cb schwankte in den Organkochsaften zwischen 7 
und 30, wahrend es in Hefekochsaften zwischen 1.5 und 2 liegt. Zur 
Untersuchung wurden von den Organen Kochsifte hergestellt, die 
dann in der tiblichen Weise auf ihren Gehalt an Co-Carboxyvlase aus- 
gewertet wurden. 


' oM. Tschernorutzky, diese Zeitschr. 48. 486, 1912. 
* K. Maeda, ebenda 148, 352, 1923. 
3Vgl. Paul Mayer, diese Zeitschr. 40, 441, 1912; 49 486, 1913. 
4 Bou. H. von Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 311, 1916. 
5 H. Wieland u. A. Wingler, A. 436. 235, 1924. 
® O. Meyerhoj, K. Lohmann u. R. Meier, diese Zeitschr. 167, 459. 1925. 
C. Neuberg u. A. Gottschalk, Klin. Wochenschr. 2. 1458, 1923; diese 
Zeitschr. U1, 175, 1924; A. Gottschalk, ehenda 146, 582. 1924. 

8 Y. Nakamura, ebenda 175, 216, 1926. 

® Nach einer jiingst erschienenen Mitteilung von G. Gorr und J. Wagner 
(diese Zeitschr. 254, 5, 1932) ist noch nicht in allen Fallen der Nachweis 
erbracht ; reichlich ist Carboxylase in Rinderherz anzunehmen, vgl. @. Gorr. 
ehenda 254, 12, 1932. 

© AnschlieBend an die hier geschilderten Versuche hat 2?. FB. S7mola Leber 
und Hirn von B-avitaminotischen Ratten aut ihren Co-Carboxylasegehalt 
untersucht und seine Befunde bereits publiziert (diese Zeitschr. 254, 229, 1932). 
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a) Leber. 


650 g frische Schweineleber wurden im Wolf bei 0° zerkleinert und 
in 1000 cem kochendes Wasser eingeriihrt. Die Fliissigkeit wurde einige 
Minuten bei 90° belassen, dann abgekiihlt und durch ein Faltenfilter filtriert. 
I cem des Kochsaftes entsprach etwa 0,4 g Frischgewicht. 

Ein Teil des Kochsaftes wurde weiter gereinigt: 300 ccm wurden mit 
Bleiacetat gefallt, die Fallung wurde abgeschleudert und mit Schwefel- 
wasserstoff entbleit. Das Filtrat vom Bleisulfid wurde nach dem Durch 
liiften schwefelsauer (1° ,ig) gemacht und mit Phosphorwolframsaure 
gefallt. Der entstandene Niederschlag wurde in 1°, iger Schwefelséure 
suspendiert und mit Ather-Amylalkohol ausgeschiittelt. Aus der wasserigen 
Schicht wurde die Schwefelsaéure zum gr6éBten Teil mit Barytwasser entfernt. 
Endvolumen der Lésung 15 cem. 

Die Auswertung sowohl des rohen Kochsaftes als auch der ge- 
reinigten Lésung ist durch Tabelle II] wiedergegeben. Als Ergebnis 
zeigt sich: Der Leberkochsaft enthalt eine Substanz, die auf Atio- 


Tabelle I11. 


Zu jedem Ansatz: 0,1 g Glucose + %mg Hexosediphosphat + 0,5 ccm 
10° iger Phosphatpuffer (pq = 6,3). Bei Priifung auf Co-Zymase: zu jedem 
Ansatz 0,3 g Apozymase. Bei Priifung auf Co-Carboxylase: zu jedem 





Ansatz 0,2 g¢ Atiozymase + 1,5 mg Acetaldehyd + 0,02 Millimol MgCl, 
0,lcem Co-Zymase ( 25 Co). Gesamtvolumen jeder Probe 2 ccm. 
Priifung auf: Co-Zymase Co-Carboxylase 
ecm roher Leberkochsaft on 
Zusitze : 
_ 0,2 O4 _ 0,2 O4 0,7 0.2 0.4 
Stunden eem COs 
0,25 01 0,05 0,1 0,2 0,3 0,5 
0,59 0,1 10 20 02 0,2 0,35 0,5 0,7 1,25 
0,75 02 21 438 O8 O85 055 0,8 1,1 2,1 
1,00 03 34 66 035 05 O8 12 16 2,95 
1,25 0,35 4,75 815 045 0,65 1,1 155 2,05 3,75 
1,50 0,55 0,8 135 1,95 26 4,6 
1,75 0,6 1,0 1,55 2,35 3,0 5,4 
3,00 1,0 | 1,7 2,7 4,1 5,05 = 8,85 
3,75 1,15 2,0 3,2 4,9 6,0 | 104 
max. cem CQ,/Std. 0.3 | 54 92 03 0,6 0,9 1,4 7 3,3 
Co baw. Cb nach 
Abzugd. Nullgarung — 5,1 89 — 03 0,6 11 1,4 3.0 
Co baw. Cb in 1 cem 
zu prifender Lisung — 26,5 22 — 156 15 16 7.0 7,5 
Trockengewicht des rohen Leberkochsaftes: leem = 0,022 g, also 
ACo 1100 und ACb = 68. 
Trockengewicht des gereinigten Leberkochsaftes: 1cem = 0,0025 g, 


also ACb = 2800. 
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zymase die gleiche Wirkung ausiibt wie aus Hefe dargestellte Co-Carb- 
oxylase und die ebenso wie diese durch Bleiacetat und Phosphor- 





nd 
ge wolframsaure fallbar ist!. Der Quotient Anzahl Co: Anzahl Cb betragt 
rt. etwa 16. 
; b) Niere. 
ait 
el - 115 g fein zerkleinerte frische Schweineniere wurden in 250 ccm Wasser 
h- von 90° eingetragen und bei dieser Temperatur 3 Minuten lang belassen. 
ire Der Brei wurde nach dem Abkiihlen durch ein Faltenfilter filtriert. 1 cem 
ire des Saftes entsprach 0,3 g Frischgewicht. 
en ; F — ; ;, ee 
at Die Auswertung siehe Tabelle IV. Sie zeigt, daB auch in der Niere 
eine Co-Carboxylase vorhanden ist. Der Quotient Anzahl Co: An- 
zahl Cb = 7,5 ist hier kleiner als bei Leber, doch immer noch wesentlich 
Ie. : Q 
2 héher als bei Hefe. 
11s 
: Tabelle IV. 
|O- 
Versuchsanordnung entsprechend Tabelle ITI. 
Priifung auf: Co-Zymase Co-Carboxylase 
m ‘ v3 
ecm Nierenkochsaft 
mm Zusitze: 
mm _- 01 04 _ 0.4 OR 
Ty Stunden ecm COg 
m. 
ond 0,25 0,05 Of 0,15 
0,50 0,1 0,25 0,85 
rae 0,75 0,15 0,35 | 0,55 
ft 1,00 0,05 0,25 1,4 0,2 0,5 | 0,7 
1,25 0,05 | 0,5 | 22 
1,50 0,3 0,8 1,25 
2,00 0,4 1,1 1,8 
2,50 0,2 1,35 63 0.5 14 23 
2,75 0,2 16 6,75 
4 3,00 025 18 715 055 1,7 2,8 
4 3,25 03 | 2,05 7,6 
5 max. com CQ,/Std. ......./ 0,15 | 09 | 33 0,2 0.6 1,1 
~ Co bzw. Cb in leem Kochsaft nach 
Abzug der Nullgirung 75 79 - 10 1.1 
43) 
; c) Herz. 
} 


Ein frisches Schweineherz wurde gut ausgewaschen, von Bindegewebe 

méglichst befreit und in einer eisgekiihlten Fleischmaschine zerkleinert. 

) Der Brei (135 g) wurde in 500 cem kochendes Wasser eingetragen und durch 
ein Faltenfilter filtriert. 1 cem Kochsaft 0.2 ¢ Frischgewicht. 


Iso 1 Infolge der geringen Anfangskonzentration der wirksamen Substanz 
sind im Verlauf der Reinigung etwa 80°), verlorengegangen. Wesentlich 
ist, daB der Reinheitsgrad ACb von 68 auf 2800, auf rund das 40fache ge- 
stiegen ist. 


Biochemische Zeitschrift Band 258. 99 








338 ki. Auhagen: 


Auswertung siehe Tabelle V.. Das Verhaltnis Co Cb betragt hier 
etwa 28. 


Tabelle V. 


Versuchsanordnung entsprechend Tabelle ILI. 





Priifung auf: Co-Zymase 


Co-Carboxylase 
cem Herzkochsaft 


pt | eee eS ae 
— 0,2 04 _ 0.4 0.6 O8 
Stunden cem CO»2 
0,25 00 0,2 0,85) 0,0 0,05 01 (0,1 
0,50 0,1 0,55 1,25. 0,0 0,15 0,2 | 0,25 
me 
0,75 0.2 1,05 23 | 0,05 0,2 0,25 | 0,35 : 
1,00 0,3 | 1,6 3,6 Co 
1,50 0,5 | 2,9 6,1 0,1 0,35 0,45 0,6 
2,00 0,7 | 4,2 8,05 
2.50 0,15 0,55 0,75 1,0 
3,50 02 O07 10 12 aa 
max. ccm CO,/Std....... | 0,4 2,6 52 0,05 0,2 03 0,4 — 
Co bzw. Cb in leem Kochsaft | 
nach Abzug der Nullgarung . — til 12 — 04 O4 O4 ' 
n 
d) Muskulatur. 


40 ¢ unter Kiihlung zerkleinerte Meerschweinchenmuskeln wurden 
in 75cem Wasser eingeriihrt, das dabei auf 90° gehalten wurde. 1 cem 
Kochsaft = 0,35 g Frischgewicht. 


Es wurde in der tiblichen Anordnung, wie auch schon friiher in Ver- 
: suchen mit Rattenmuskulatur!, keine Co-Carboxylase gefunden. Von 
der tabellarischen Wiedergabe des Versuchs sei daher abgesehen. Nach 
Meyerhof, Lohmann und Meier? ist nur in intakter Muskulatur Carboxylase 
nachweisbar, in zerschnittener fehlt sie; médglicherweise hangt das mit 
der Zerstérung des Co-Enzyms zusammen. 


e) Blut. 


5 cem frischen defibrinierten Meerschweinchenblutes wurden in 10 ccm 
kochendes Wasser eingetragen und 1 Minute lang gekocht. Der braune 
Brei wurde zentrifugiert und die iiberstehende stark triibe Fliissigkeit 
(1 cem = 0,33 cem Blut) zum Versuch (siehe Tabelle VI) verwendet. 


1 BE. Auhagen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 204, 157, 1932. 
2 O. Meyerhof, K. Lohmann u. R. Meier, |. c., vgl. auch H. Wieland u. 
A. Wingler, 1. ¢. 
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Tabelle VI. 


Versuchsanordnung entsprechend 
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Tabelle ITI. 





Priifung auf: 


Zusiitze : 
0,2 
Stunden 
0,25 0.0 0.05 
0,59 0.05 O1 
0,75 0.1 0,25 
1,00 0.1 O35 
1,25 O15 0.45 
2.50 0,25 1.0 
max. com OD, /8il. 2. oc. ss | OA 0,45 
Co bzw. Cb in 1 cem Kochsaft nach 
Abzug der Nullgarung . . .. . _ 18 


Die Ergebnisse dieses Abschnittes seien 
sammengefaBt. 
Tabelle VII. 


Co-Zymase Co-Carboxylase 


ecem Blutkochsaft 
OS 0,2 OLS 
eem CO, 
O15 0.0 0.05 0.05 
0.4 0,9 0.05 Of 
0.7 0.05 O05 02 
3 O1 O.1 0,25 
1.9 0.15 ' 02 0,35 
D3 0.35 0.45 OS 


2,7 016 0,2 0,36 
3,2 - (02) O25 


in Tabelle VII kurz zu- 





Anzahl Co 


a ee ea ee 69 

SS See 26 
2. | a 57 

» 1g Muskel er” 
re 7 

» lg frische Hefe . 500—700 


Anzahl Cb Co/Cb 
3,7 16 
3.5 7.5 
21 28 
0,0 
0,7 10 

300—400 1,5—2 





Uber die anorganischen Elemente 
im malignen Gewebe (Rous-Sarkom der Hiihner). 


Von 


Vladimir Moraéyek. 


(Aus dem Institut fiir Pflanzenphysiologie der Masaryk-Universitat in 
Brinn.) 


(Eingegangen am 8. Januar 1933.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Biochemie der malignen Geschwiilste ist bis heute systematisch 
wenig bearbeitet, und es mu daher jede Verallgemeinerung der Resul- 
tate wegen der morphologischen und biologischen Mannigfaltigkeit der 
Tumoren sehr vorsichtig vorgenommen werden. In meinen Verdéffent- 
lichungen! habe ich ausfiihrlich die Resultate der Blut-, Blutserum., 
Organ-, Muskel- und Geschwulstanalysen beim Rous-Sarkom und zwar 
in verschiedenen Zeitabschnitten der Krankheit angefiihrt. In dieser 
Mitteilung seien die Unterschiede in der Gewebezusammensetzung 
bei Tieren im letzten Stadium der Krankheit behandelt. In den graphi- 
schen Darstellungen fiihre ich unter K (auf der Abszisse) die Mittelwerte, 
die im gesunden Muse. gastrocnemius und Musc. tibialis gefunden 
worden sind, bei fiinf gesunden, normal gepflegten (Kartoffel und 
Weizen) Hiihnern an. Auf den Achsen G, A, R und M handelt es sich 
um Werte zweier Hiihner, die eine 23 Tage alte Geschwulst gehabt 
haben und kachektisch waren, kurz vor dem Tode. Abb. 1 stellt die 
Entnahme der Muster dar. Der Wert, der auf der Abszisse mit dem 


1 VY. Mordvek und Mitarbeiter, Zeitschr. f. Krebsforschung 34—38, 
1930 — 1982. 
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Buchstaben G angedeutet ist (gesunder Muskel), wurde vom gesunden 
Muskel des rechten Beines eines kachektischen Tieres analysiert. Auf 
dem linken Bein wuchs auf demselben Orte die Geschwulst. Auf der 
Achse A ist der im der Geschwulst anliegenden Muskel gefundene Wert 
aufgetragen, in dem sich Sarkomzellen nicht in gréBeren Mengen be- 
finden; doch kénnen einige eingeschleppt worden sein. RF bedeutet 
das Gewebe des Geschwulstrandes, also jenes, das vorwiegend aus 
einer aus den virulentesten Sarkomzellen zusammengesetzten Zone 
stammt, die aber noch teilweise von nicht zersetzten Muskelfasern 
durchdrungen ist. .M ist das Gewebe der Geschwulstmitte, die stark 
nekrotisch ist und zerfallt, aber keine Muskelfasern mehr enthalt. 


Beziiglich der Methodik zur Feststellung 
der biophysikalischen Konstanten und der 
chemischen Analyse verweise ich auf die frither 
gemachten Angaben. Die chemischen Analysen 
sind auf Millinormalitat berechnet und bezogen 
auf die Gewichtseinheit des Frischgewichtes. 
In der Millinormalitat sind folgende Elemente 
berechnet: Na, K, Ca, Mg, Cl, denn in den 
Korpersaften herrscht die Ionenreaktion dieser 
Elemente vor. Von den in Komplexen vor- 
kommenden Elementen haben wir Fe, S, P ana- 
lysiert; dieselben sind in mg-°, eingezeichnet, 





Abb. 1. 
Einteilung des Analysen- 


das ist die Summe der Milligramme in 100g pondering 
frischen Gewebes. Die individuelle Breite bei { = der Gesechwulst an- 
‘ ‘ ‘ liegender Muskel, R = Ge- 
Gewebeanalysen ist bedeutend und muB bei sehwulstrand, M = Ge- 


mehreren Tieren festgestellt werden. Bei fiinf schwulstmitte. 


gesunden Hiihnern ist z. B. im gesunden Muskel 

die Na-Menge 36 bis 55 in Millinormal: von dem Mittelwert 44 
unterscheiden sich die Grenzwerte um 12°,. Kleinere Abweichungen 
dirfen fiir die SchluBfolgerungen nicht verwendet werden. 


Wie schon mehrmals festgestellt ist, wirkt das Geschwulstlager 
selbst durch Erhéhung der Labilitét auf die Veranderung der physi- 
kalischen Werte und der Aschenmengen im Blute und in den Organen. 
Die Stoffveranderungen im Kérper eines Tumortragenden finden zuerst 
in der Geschwulst statt, und aus diesem Grunde werden wir auch nur 
diese betrachten. Veradnderungen im gesunden Muskel kachektischer 
Tiere wurden nur in einigen Fallen gefunden: gréBtenteils waren sie 
nicht verindert. Der markanteste Unterschied zeigte sich nur im py, 
in der Aschenmenge und im Cl. 


Der am meisten charakteristische und der wichtigste biophysikalische 
Wert ist die Wasserstoffionenkonzentration. Das py andert sich (wie 
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Tabe lle te 





Millinormal mg- 
Na K Ca Mg Cl Fe s P 
Gesunder Muskel der gesunden 
Hennen (A). ...... 44 73 3 21 15 54 164 226 
Gesunder Muskel der ge- 
schwulsttragenden (G) . . 3968 4 23 29 5.5 157 208 
Der Geschwulst anliegender 
Muskel (A) ....... 61 54 6 15 30 9,1 | 121 180 
Geschwulstrand (R) .... 88 32 6 12 37 8.0 98 135 
Gesehwulstmitte (M).. . . 128 12 19 D 58 8.5 70 65 





Obertlichen- 


|  Trocken- Asche spannung, 
| substanz statisch Pu 
{| Vio 0 0 
Gesunder Muskel der gesunden 
Hennen (AK). ...... 24,4 1,21 47.5 6,62 
Gesunder Muskel der ge- 
schwulsttragenden ((7) ; 24,5 1,15 44,9 7,038 
Der Geschwulst anliegender 
Maskei(a) ....-.-. 23,5 1,00 44.6 6,98 
Geschwulstrand (R) .... 15,1 1,09 48,3 7,09 
Geschwulstmitte (MW)... . 13,2 0.99 48,7 7,52 


Frant. Kobliha fand) derart, daB die Geschwulstumgebung, in der die 
Geschwulstnaihe eine Entziindung hervorruft, kraftiger sauer reagiert 
als der gesunde Muskel. Das Geschwulstgewebe selbst hat jedoch eine 
sehr starke alkalische Reaktion: das py ist um so héher, je alter die 
Geschwulst ist. In der nekrotischen Mitte sind es auch proteolytische 
Prozesse, die durch Abspaltung von Ammoniak Alkalitatserhéhung 
hervorrufen. 

Die statisch gemessene Oberflichenspannung (s. in der Publikations- 
reihe F. Hercitks Arbeit) hat ebenfalls ein unerwartetes Resultat ergeben. 
Der gesunde und der anliegende Muskel kachektischer Tiere hat gegen- 
iiber dem Muskel gesunder Hiihner herabgesetzte Oberflichenspannung. 
Entgegen allen bisherigen Mitteilungen anderer Autoren zeigt die 
Geschwulst im virulenten Rand als auch in der nekrotischen Mitte 
Oberflichenspannungserhéhung. Hercik konnte diesen Widerspruch 
mit den Messungen anderer Autoren nicht aufkliren, trotzdem er seine 
Messungen an zahlreichen Tieren durchgefiihrt hat. Wir sind von der 
methodischen Vollkommenheit seiner Arbeit fest iiberzeugt, und aus 
diesem Grunde erscheint uns die Erhéhung der Oberflachenspannung 
des Rous-Sarkomgewebes als eine Tatsache, mit der man immer bei 
SchluBfolgerungen rechnen wird. 
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Im Geschwulstgewebe ist die Wassermenge viel héher als im ge- 
sunden Muskel. Dabei ergibt der Muskel gesunder Hiihner gleiche 
Hvydratation, wie der gesunde Muskel eines kachektischen Tieres. 
Die Hydratation geht nicht parallel mit dem py des Gewebes und zwar 
deshalb nicht, weil sich gleichzeitig das quantitative Verhaltnis det 
Ionen im Gewebe grundsatzlich andert. Die Aschenmenge sinkt schon 
ein wenig im gesunden Muskel einer kachektischen Henne; in der 
Geschwulst ist sie aber noch viel geringer als im Muskel. 

Die anorganischen Elemente sind auf Abb. 2 dargestellt. Von den 
Kationen sinken K und Mg regelmaBig: hingegen steigen Na und Ca. 
Chlor steigt ebenfalls, wogegen wieder die Elemente S und P, die gréBten- 
teils in organischen Verbindungen enthalten sind, regelmaBig stark 
sinken. Prozentuell finden wir in der Geschwulstmitte gegemiber dem 
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Muskel eines gesunden Huhnes Na erhéht auf 290°,. Ca erhdht aut 
330°, Cl erhéht auf 390°, K herabgesetzt auf 16°, und Mg herab- 
gesetzt auf 24°,. Obzwar diese Feststellungen wichtig sind, geniigen 
sie doch nicht, um daraus die Stoffunterschiede zwischen dem Geschwulst- 
und dem gesunden Gewebe zu erklaren. Zu diesem Zweck muB man dic 
gegenseitigen Beziehungen und Antagonismen dieser Stoffe feststellen. 


Auf Abb. 3 wollen wir zuerst die Summe der einwertigen Kationen 
Na + K_ beachten: wir sehen, daB sie schwankt; die Veranderung ist 
aber nicht groB, denn die maximalen Unterschiede 15°, vom Muskel 
eines gesunden Huhnes liegen nur sehr wenig tiber der Variationsbreite. 


Die zweiwertigen Kationen nehmen in der Summe deutlich ab, da aber 
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diese gegeniiber den cinwertigen nur ein Zehntel bildet, andert sich di 
Summe der ein- und zweiwertigen Ionen praktisch nicht. 
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Aus dem Verhialtnis Na: K auf Abb. 4, welches stark anwachst, 
sehen wir wieder das Ubergewicht des Na iiber K in der Geschwulst. 
Das Verhaltnis Na: Ca schwankt dagegen blob, und der Muskel des 
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gesunden Tieres unterscheidet sich von der Geschwulstmitte nur in 
den Grenzen der Variationsbreite, d. h. das Na nimmt (in Millinormal) 
proportional dem Ca zu. Das Verhaltnis Na: Mg ist dasselbe wie des 
Na: K. Aus dem sinkenden Verhaltnis K.: Ca und dem schwankenden 

mit einer geringen Herabsetzung fir K: Mg kénnen wir wieder 
auf eine enorme Herabsetzung des K im Geschwulstgewebe und auf 
einen Ca-Anstieg schlieBen. Die Herabsetzung des K und Mg ist 
angemessen. Mg sinkt nur weniger langsam als K. Das Verhaltnis 
Ca: Mg andert sich zugunsten des Ca, gleichzeitig damit andern sich 
die analogen Verhaltnisse Na: K und Na: Mg. Auf Abb. 3 ist das sich 
praktisch nicht veraindernde Verhaltnis S: P eingezeichnet, d.h. die 
Verminderung beider ist proportional; nur in der Geschwulstmitte 
scheint P etwas schneller zu sinken. 

Das Verhaltnis der einwertigen Elemente zu den zweiwertigen 
ist als (Na + K): (Ca + Mg) bezeichnet und steigt numerisch vom 
gesunden Muskel zur Geschwulstmitte. Es entsteht ein weitreichender 
Austausch zweiwertiger Elemente fiir einwertige. Ich mache hier auf 
die Ahnlichkeit dieser Kurve mit dem pu aufmerksam. Die Alkalitit 
des Gewebes steigt mit der Zunahme der einwertigen Elemente tiber 
die zweiwertigen. Durch diese Feststellung sind manche friiheren 
Unklarheiten in der Forschung iiber maligne Geschwiilste aufgeklart 
worden. So fand z. B. Warburg Milchsiureerhéhung in der Geschwulst. 
Spatere Autoren finden —- vielleicht hierdurch beeinfluBt —— vielleicht 
auch wegen der damaligen weniger genauen Methodik, in Uberein- 
stimmung mit der Warburgschen Folgerung Aziditatserhédhung in der 
Geschwulst. Nur sehr schiichtern begannen unlaingst Arbeiten zu er- 
scheinen, die Alkalose feststellten. Die ganze Frage hat definitiv Kobliha 
erledigt, so daB die friiher angegebene Azidose in den Geschwiilsten 
fiir uns einen methodischen Fehler bedeutet. DaB laut Warburg die 
Milchsaure im Tumor steigt und da} sie trotzdem die steigende Alkalitit 
nicht hindert, ist nun durch das Ubergewicht der einwertigen Kationen 
iiber die zweiwertigen aufgeklirt. Allerdings entsteht ein Teil der alkali- 
schen Reaktion durch Freiwerden von Ammoniak bei der Proteolyse 
in der Geschwulst. Es kann nun auch erklirt werden, warum in chemo- 
therapeutischen Versuchen, in welchen Kalium dem Futter entzogen 
und Calcium erhéht worden ist, den umgekehrten Effekt hatten als 
erwartete Wachstumsverlangsamung. Das Produkt der ein- und zwei- 
wertigen (Na + K). (Ca + Mg) ist natiirlich nicht konstant, doch mu 
es sich laut dem friiher Angefiihrten verkleinern. Im sinkenden Ver- 
haltnis (Na + K): Cl sehen wir, daB Cl nicht proportional der Summe 
der einwertigen Kationen steigt. Das ist ein Vorgang, welcher die 
Alkalose des Geschwulstgewebes maBigt: das Chlorion ist daher in 
diesem Falle eine Puffersubstanz. 
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Zusammenfassung, 


Das Rous-Sarkom der Hiihner ist das vorteilhafteste Objekt zum 
Studium der bésartigen Geschwiilste. In dieser Abhandlung vergleichen 
wir die Oberflachenspannung, das py, die Hydratation im frischen Material 
und die Mengen verschiedener Elemente aus der Asche verschiedener 
Geschwulstteile, aus der Geschwulstumgebung und dem _ gesunden 
Muskel. Von den einwertigen steigt das Na und sinkt K, wobei K 
verhaltnismaBig schneller abnimmt. Von den zweiwertigen steigt das 
Ca und sinkt das Mg, wobei wieder das Mg verhaltnismaBig schneller 
sinkt als das Ca steigt. Die Summe einwertiger Elemente in der Ge- 
schwulst steigt, jene der zweiwertigen sinkt. Alkalose und Hydratation 
des Geschwulstgewebes hangt mit dem steigenden Verhaltnis der ein- 
wertigen gegeniiber den zweiwertigen Elementen zusammen. 
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Uber die Bestimmung von Diffusionskoeffizienten 
hochmolekularer Koérper und iiber einige Beobachtungen bei der 
Diffusion von Katalase. 

Von 
Karl Zeile. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule 
Miinchen.) 


(Eingegangen am 20, Januar 1933.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Als Methode zur Bestimmung oder Schatzung der Molekular- 
groBbe hochmolekularer Stoffe, deren véllige Reinigung, insbesondere 
deren Befreiung von osmotisch wirksamen niedermolekularen Stoffen 
auf Schwierigkeiten st6Bt, ist gelegentlich die Bestimmung des Diffusions- 
koeffizienten herangezogen worden (1). Nach v. Kuler (2) gilt fiir ver- 
wandte Substanzen mit relativ niedrigem Molekulargewicht mit recht 
grober Genauigkeit die empirische Beziehung: 

DY M = konst. (1) 

Fiir suspendierte kugelf6rmig gedachte Teilchen bzw. fiir sehr 
groBe Molekiile kamen Einstein (3) und Smoluchowski (4) durch mole- 
kularkinetische Betrachtungen zu der Beziehung: 

Ri | 


N bary ' 


p= (2) 
wobei #& die Gaskonstante, 7’ die absolute Temperatur, V die Loschmidt- 
sche Zahl, r der Teilchen- bzw. Molekiilradius, 9 die innere Reibung des 
Dispersionsmittels bedeuten. 

Nach Sutherland (5) ist der Diffusionskoeffizient (pro Sekunde) 
mit dem Molekulargewicht verknipft durch die Gleichung: 


D. Bs = 21.10-*, (3) 


wobei B das Molekularvolumen bedeutet. 
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Ein wesentlicher Unterschied zwischen den beiden letztgenannten 
seziehungen einerseits und der v. Eulerschen Formel andererseits besteht 
darin, daB in der Gleichung )).4M = konst. das Molekulargewicht 
sich mit dem Quadrat des Diffusionskoeffizienten andert, wahrend in 
den anderen Fallen, gleiches spezifisches Volumen und gleiche aubere 
Bedingungen vorausgesetzt, die Anderung mit der dritten Potenz des 
Diffusionskoeffizienten erfolgt. 

Abgesehen von diesen Abweichungen in der Berechnung waren 
noch fur hochmolekulare Ampholyte Beeinflussungen der Diffusions- 
geschwindigkeit durch Ionisierung und Salzeffekte (6) zu beriicksichtigen, 
die aber jedenfalls im isoelektrischen Punkt ihr Minimum haben miissen. 
Immerhin mag es berechtigt sein, durch Vergleich von mdéglichst an- 
genahert gleich groBen Diffusionskoeffizienten hochmolekularer Sub- 
stanzen aus einem bekannten Molekulargewicht Schliisse auf die Grobe 
eines unbekannten Molekulargewichts zu ziehen. Eine verhaltnismaBig 
leicht zugangliche hochmolekulare Substanz mit sichergestelltem 
Molekulargewicht ist das Hamoglobin. 

Nun wurde vor einiger Zeit durch Northrop und Anson (7) mit einer 
neuen einfachen Methode der Diffusionskoeffizient des Hiémoglobins be- 
stimmt, der nach der Einsteinschen Forme! zu dem bereits durch die Unter- 
suchungen Svedbergs (8) und Adairs (9) festgestellten Molekulargewicht 
von rund 68000 mit iiberraschend guter Ubereinstimmung fiihrte. Das war 
AnlaB dazu. die Methode fiir verschiedene geplante Untersuchungen an 
Blutfarbstoffderivaten auszuprobieren. Sie beruht im wesentlichen darauf, 
daB man durch eine Membran aus gefrittetem Glaspulver, z. B. eine Schott 
Filterplatte, deren durch eine Membrankonstante ausgedriickte Durch- 
lassigkeit mit einer Substanz von bekanntem Diffusionskoeffizienten er- 
mittelt wurde, die zu untersuchende Substanz diffundieren laBt und aus 
der folgenden Gleichung den gesuchten Diffusionskoeffizienten D errechnet : 

K Q,. 


D a (4) 


in der K eine Membrankonstante. Q,-e die diffundierte Substanzmenge. 
ausgedriickt in Kubikzentimeter der zur Diffusion verwendeten Lésung 
und ¢ die Zeit in Tagen bedeuten. 

Auf einem ganz analogen Prinzip beruht eine von Brintzinger (10) 
angegehbene Bestimmung des Molekulargewichtes durch Ermittlung des 
dem Diffusionskoeffizienten proportionalen Dialysekoeffizienten an einet 
Cellophanmembran, der mit dem Koeffizienten einer Substanz von be 
kanntem Molekulargewicht durch die Gleichung verkniipft ist: 


my \M, 


()) 
hy 1M, 


mit dem Giiltigkeitsbereich der v. Eulerschen Formel. Da in der Verwendung 
von Cellophanmembranen bei der Dialyse namentlich hochmolekulare1 
Blutfarbstoffderivate die Gefahr einer Adsorption nicht auszuschlieBen ist. 
wie auch die Méglichkeit, dali hochmolekulare Stoffe bei geringer Poren- 
weite am Passieren tiberhaupt zum Teil gehindert werden, wiirde der 
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Northrop-Ansonsehen Anordnung der Vorzug gegeben, bei der in Anbetracht 
der Porenweite von 5 bis 10 Mikron (etwa 3000mal! der Hamoglobinmolekiil 
radius) unter Verwendung von Glas am Membranmaterial 
solche Méghehkeiten auszuschlieBen sind. 


Die apparativen Einzelheiten gehen aus Abb.1 hervor. 

Eine besondere standige Durchmischung der Lésungen 
zu beiden Seiten der Membran ist nach Angabe der Autoren lit nf 
nicht nétig; Strémungen, die durch Unterschiede im spezi- = ——4 Wve 


fischen Gewicht, durch Temperaturschwankungen und ge- 
ringe Erschiitterungen dureh das Riihrwerk verursacht \ 
sind, sollen ausreichen, die Konzentration geniigend 
konstant zu halten. 


| 


\ 








Als Membran kam eine Schott-Filterplatte Nr. 4 mit H— 
la : . celal 

4e¢m Durchmesser und 0,75 mm Dicke zur Verwendung. Memtran 
Der Inhalt der Glocke bis zum Hahn betrug 25cem. Die Abb. 1. 


Glocke wurde durch das Kugelgelenk. das an einem 

Wandarm befestigt war, so justiert, daB ein Wassertropfen, der zwischen 
die Membran und ein Quecksilberniveau gebracht wurde, im Mittelpunkt 
der Membran einspielte. Die Glocke wurde mit der zur Diffusion bestimmten 
Fliissigkeit vollgesaugt, der Hahn geschlossen, die Glocke bis zum unteren 
Rande gut abgespiilt, mit Filtrierpapier abgetrocknet und ein etwa an der 
Membran hangender Tropfen entfernt. Der auBere Zylinder, der mit 25 cem 
Wasser bzw. Puffer beschickt war, wurde nach dem Temperaturausgleich 
(20 Minuten), wahrend dessen die Membran nicht eintauchte, soweit ge- 
hoben, daB die Membran 1 bis 2 mm unter dem Meniskus zum Eintauchen 
kam. Dieser Augenblick galt als Zeitnullpunkt fiir die Berechnungen. 
Die Temperatur wurde in der Regel im Fisthermostaten ohne Schwierig- 
keit auf ! j99 bis 7 yo) Grad konstant gehalten, wenn zwei- bis dreimal am 
Tage ein wenig Eis nachgegeben wurde. Bei jeder Messung wurden mit 
einer innen feuchten Pipette 20 ccm entnommen, nachdem vorher durch 
vorsichtiges kurzes Durchblasen der Zylinderinhalt durchgemischt wurde. 
Unmittelbar darauf wurden mit einer gefiillt bereit gehaltenen Pipette 20ccem 
Fliissigkeit nachgegeben. Die Entnahmepipette wurde mit wenig Wasser 
nachgespilt. das mit der Probe vereinigt wurde. 


Eichung der Membran mit n 10 HC). 


Von Oholm (11) wurde der Diffusionskoeffizient von n 10 HC! 
bei verschiedenen zwischen 10 und 20° liegenden Temperaturen be- 
stimmt: um Extrapolationsfehler zu vermeiden, wurde die Membran- 
eichung in der Nahe dieser Temperaturen durchgefiihrt. Bestimmungen 
bei 0° ergaben naimlich betrichtliche Abweichungen von den nach der 
Nernstschen Forme! 

) 
7 1 4 i She "7 
a 1 


(x Anderung des Diffusionskoeffizienten pro Grad) 


aus Oholms Daten fiir 0° errechneten Werten (siehe Tabelle Il). Northrop 


und Anson setzen fiir den aus Oholms Werten fiir 5° errechneten Diffu- 
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sionskoeffizienten 1,85 qem .sec"'. Die Art der Errechnung ist aus dem 
Original nicht ersichtlich, nach Nernsts Formel ergabe sich 1,745, nach 
den Ergebnissen von Tabelle Il diirfte aber der Wert in Wirklichkeit 
noch geringer sein. 

Bei dem durch Tabelle | wiedergegebenen Salzsaurediffusions- 
versuch war die Temperatur 18,2°, sie wurde im zimmertemperierten 
Thermostaten innerhalb weniger Hundertstel Grad konstant gehalten. 
Die Titration erfolgte mit etwa n/100 Thiosulfatlésung unmittelbar 
nach der Entnahme. Alles zur Verwendung kommende Wasser war 
kohlensaurefrei und nach Méglichkeit in’ verschlossenen Flaschen 





aufbewahrt. 
Tabelle J. 
t ( QQ’ a Q 
Min / < | min 
25 5.75 (0,600) 
38 3,55 0,282 97,2 0,0244 
45 1,96 0,168 96,2 0,0237 
52 1,66 0,101 95,5 0,0243 
62 2,04 0,218 94,8 0,0231 
72 2,16 0,223 94,0 0,0239 
82 2,26 0,233 93,7 0,0250 
102 3,86 0,436 91,7 0.0235 
Mittel: 0,0240 
t Zeit. 
dm Verbrauch an Thiosulfatlésung in Kubikzentimeter bei der amten 


Entnahme (m und im folgenden » sollen zwei aufeinanderfolgende 
Titrationen bedeuten). 

Q), diffundierte H Cl-Menge, ausgedriickt in Kubikzentimeter n 10 HC! 
(Yn 154m) 5/4.f (unter Beriicksichtigung des Fiinftels, das von 
der vorausgehenden Entnahme im Zylinder verblieben ist). 

Faktor der Thiosulfatlésung 
Faktor der HCl 


(2 — @ — Ga— -- Q, — Q,/2) 100 


In 25 
Prozentgehalt der H Cl in der Glocke (25 cem) im Zeit mittel zwischen 
tm und ¢t,, bezogen auf Anfangskonzentration 100°... (Q, wird 


nicht aus q,, sondern aus einem iiberschlagsweise gewonnenen 
Mittel fiir Qmin errechnet.) 

Qmin . “- -diffundierte HCl-Menge pro Minute. ausgedriickt in 
fh (tn aE tm) 
Kubikzentimeter HCl von der jeweils in der Glocke vorhandenen 


Konzentration. 
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Fur das in Tabelle 1 beschriebene Beispiel errechnet sich eine 
2.213 . 0.00694 
Membrankonstante von 0.0639. (2.213 — Diffusions- 
0.0240 
konstante fiir n lo HCl hei 18.2°, 0.00694 Umrechnungsfaktor von 
Minuten auf Tage). 


Eine zweite Bestimmung ergab einen Wert fiir A von 0.0642. das 
Mittel also zu O.,O6415. 


Dieselbe Membran ergab bei neuer Verkittung eine Konstante A 


von 0,0675 (vgl. Tabelle I). 


Tabelle 11. 





1a ma") 
Membran hk min (18.2% ‘min 
gef ber 
1642 ils : : m 
010689 | 0.064 05 0,0239 0,0158 0,0166 
min (12,6°) 
uN 0.0673 | 9 067 5 0,0206 0,0158 0,0178 


0.0677 | 


Bestimmung des Diffusionskoeffizienten von Himoglobin. 


Die Darstellung der Hamoglobinlésung geschah nach der von 
Northrop benutzten Vorschrift. Dagegen wurde zur Erleichterung der 
kolorimetrischen Bestimmung teilweise eine héhere Hamoglobin- 
konzentration gewahlt (5, 10 und 20°.) und die erhaltenen Werte auf 
unendliche Verdiinnung nach Abb. 2 extrapoliert. Es zeigte sich weiter- 
hin, daB bei den benutzten MeBzeiten, die sich iiber 1 bis 2 Tage aus- 
dehnten, ein allmahliches Absinken der Diffusionswerte auftritt, das 
offenbar auf eine Konzentrationsverarmung innerhalb der Glocke in 
dem der Membran benachbarten Gebiet auftritt. Die selbsttatige Durch- 
mischung diirfte demnach nicht ganz vollkommen sein, indes liBt sich 
ohne weiteres fiir den Zeitnullpunkt die Anfangsgeschwindigkeit durch 
geradjinige Extrapolation ermitteln. AuBerdem mu die Einstellung 
eines stationaéren Zustandes abgewartet werden, d. h. die in der aubBeren 
Schicht der Membran vom Aufsaugen noch vorhandene konzentrierte 
Lésung mu herausdiffundieren, was in der Regel nach etwa 4 Stunden 
der Fall war. 


Tabelle Il] gibt als Beispiel die Bestimmung der Diffusions- 
konstante einer 10° ,ig. Hamoglobinlésung wieder. Innen- und Auben- 
fliissigkeit waren mit m/40 Phosphatpuffer auf py 6,8 des isoelektrischen 
Punktes eingestellt, enthielten auBerdem noch 0.5%, NaCl. 
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Tabelle IT]. 





hs Q' ‘i std 
Std. 
3,5 (0.0718) 
15.5 0,2558 99.0 0,021 60 
22,5 0,1460 98,5 0,021 17 
29,5 0,1420 97,8 0,020 75 
40 0,2040 97,3 0,020 00 
8 ie die in der Zeit t, -- tm diffundierte Hamoglobinmenge, ausgedriickt 


als Anzahl Kubikzentimeter der Ausgangslésung. 


(f. tis fm) 25.5/4, worin f den kolorimetrisch bestimmten 


Verdiinnungsfaktor der diffundierten Lésung, bezogen auf die 


Ausgangslésung, bedeutet. 


Im Versuch wurde der Pipetteninhalt (20 cem) im Me8k6lb- 
chen auf 25cem aufgefiillt. 


a Prozentgehalt der Hamoglobinlésung in der Diffusionsglocke im 
Zeitmittel zwischen t, und t,, bezogen auf Anfangskonzentration 
- 100°,,; Berechnung wie unter Tabelle I. 
ie 
std ~ ” oie - 
f @,— t,) 


Abb. 2 veranschaulicht die Q.,g-Werte verschieden konzentrierter 
Hamoglobinlésungen in Abhangigkeit von der Versuchsdauer und die 
Ermittlung des Wertes fiir unendliche Verdiinnung. 
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Abb. 2. 
4 = 5° Haimoglobin, m/40 Phosphatpuffer pg 6,8, 0,5°9/) NaCl, 
@ = 10°/) Hamoglobin, m/40 Phosphatpuffer py 6,8, 0.5/9 NaCl. 
< O = 20° 9 Hamoglobin, m/40 Phosphatpuffer Py 6,8, 0,59). NaCl. 
@ = 10°/9 Haimoglobin, m/40 Phosphatpuffer py 6,8, dialysiert, Na Cl-frei. 


Unter Einsatz des Wertes 0,0232 fiir G4 errechnet sich bei einer 
Membrankonstante von 0,0642 ein Diffusionskoeffizient nach Gl. (4) 
zu 0,0357. Nach GI. (2) ergibt sich der Radius des kugelférmig gedachten 
Hamoglobinmolekiils, die Viskositét des Wassers bei 0° zu 0.01778 
(g.cm7!. see!) eingesetzt zu 


2.70 . 10-7 em. 


Das Molekulargewicht errechnet sich daraus zu 66500 bei Annahme 
eines spezifischen Gewichtes (vgl. Northrop) von 1,33. Schaitzungsweise 
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Beriicksichtigung der ViskositatserhGhung des Wassers durch Kochsalz 


und Puffer ergaibe einen Radius von 2,66 . 10-7 em, was einem Molekular- 


gewicht von 65 VOU entsprache. 

Das Ergebnis von Northrop und Anson, die einen irrtiimlichen Wert 
fiir die Diffusionsgeschwindigkeit der HCl zugrunde legen und die die 
scheinbare Abnahme der Werte fiir die Diffusionsgeschwindigkeit des 
Hamoglobins nicht beriicksichtigen und bei einem Molekularradius 
von 2,73.10-7 em ein Molekulargewicht von 68500 + 500 errechnen, 
scheint demnach ein mehr zufalliges zu sein, jedenfalls diirfte die Fehler- 
grenze bei Bericksichtigung der Fehler im Temperaturkoeffizienten 
der Diffusionsgeschwindigkeit der HCl, der Viskositat des Dispersions- 
mittels und der MeBfehler bei den Bestimmungen selbst wesentlich 
weiter zu ziehen sein, namentlich auch deswegen, weil ein Fehler im 
Werte des Molekilradius in der dritten Potenz im Molekulargewicht 
wieder erscheint. 


Soweit nicht mit vorliufig unbekannten komplizierenden Um- 


stinden zu rechnen ist, wie Ladungs- und Salzwirkungen die in 
Abb. 2 angefiihrten Ergebnisse lassen aber z. B. keinen EinfluB der 
Anwesenheit von Kochsalz erkennen —-. sprechen die mitgeteilten 


Befunde doch durchaus fiir eine Giiltigkeit der Linsteinschen Formel, 
wenigstens fiir den untersuchten Fall des Hamoglobins. 


Diffusionsversuche mit Katalase. 

Ks schien nun eine einfache Aufgabe mit der beschriebenen Methodik 
die Diffusionsgeschwindigkeit der Katalase zu ermitteln und daraus 
die Molekiilgr6Be zu schaitzen, wenn nach Wiollstatter (12) unter dem 
Enzymmolekiil die Gesamtheit von kolloidem Trager und aktiver 
Gruppe, in diesem Falle Hamin, verstanden wird. Diese Aufgabe erwies 
sich als nicht losbar, da das Enzym beim Durchtritt durch die Membran 
inaktiviert wird, auBerdem ergaben sich Anhaltspunkte fiir einen am 
Enzym auftretenden Dissoziationsvorgang, der wahrscheinlich grund- 
sitzlich eine definierte Diffusionsgeschwindigkeit ausschlieBt. Uber 
in dieser Richtung gemachte Beobachtungen soll im folgenden be- 
richtet werden. 

Die Katalase wurde aus Pferdeleber gewonnen nach den bereits friiher 
mitgeteilten Verfahren (13). Nach der Chloroform-EiweiSfallung erfolete 
die Adsorption jedoch nicht an Tricalciumphosphat, sondern an Aluminium- 
hydroxyd Merck. Kat. f. nach der Elution und Dialyse durch Pergament 
war 30000, weitere Adsorption an Kaolin und abermalige Dialyse ergaben 
ein Kat. f. von 39000. Bei allen Diffusionsversuchen war das py auf den 
isoelektrischen Punkt des Enzyms bei 5,58 mit m 40 Phosphatpuffer ein- 
gestellt. 

Die Messung der Aktivitaét durch H,O,-Spaltung geschah nach der 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 192, 180, 1930 angegebenen Weise, Pufferung 
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jedoch m 50 Phosphat. Entnahme beim Spaltversuche nach 1, 4, 7 und 
bisweilen 10 Minuten. Die sehr regelmaBig fallenden Werte fiir die Re- 
aktionskonstante k der monomolekularen Reaktion wurden geradlinig zum 
Zeitnullpunkt extrapoliert. 

Zu den zunachst angestellten Diffusionsversuchen kam die Membran 
mit der Konstante K 0.0675 zur Verwendung: wie bei den Hamoglobin- 
versuchen wurde vor Beginn jeder MeGreihe die Einstellung eines stationaren 
Zustandes in der Membran iiber etwa 6 Stunden abgewartet unter haufiger 
Probeentnahme gegen Ende dieser Zeit. Die jeweils entnommenen 20-cem- 
Proben wurden im MeBkolben auf 25 cem verdiinnt, je 10 cem davon wurden 
zur Aktivitatsbestimmung in LOQcem geputtertes n 100 H,O, eingetragen. 
Um die fortlaufende Inaktivierung nach der Diffusion zu erfassen, wurden 
die Aktivitaétsbestimmungen in gemessenen Zeitabstanden nach der Ent- 
nahme, die erste nach 2 Minuten, begonnen. 

Die in Tabelle IV mit geteilten MeBergebnisse sind ohne Beriicksichtigung 
der Inaktivierung angegeben. 


Tabelle IV. 





t k Qstd 
10h 0,0472 
10 13’ 0.0467 0,016 40 
10 26 0.0443 0,015 35 
10 39 0.0420 0,014 70 
20 0.0568 
20 13 0.0440 0,014 70 
20 26 0.0430 0,015 42 
20 39 0,0425 0,015 30 
k — die gemessene Reaktionskonstante, 
(k, — 5 k,,) 5/4.25 60 
Osta ko.v ‘ 13” 


k,, ist die unter den zur Bestimmung fiir / angewandten Bedingungen ge 
messene Reaktionskonstante der +-mal verdiinnten Ausgangslosung. Im 
Versuch war k, 0.0330, ¢ LOOOO. 

Aus einer zweiten MeBreihe mit demselben Praparat ergab sich ein 
Qsta-Wert von 0,0164, ein Priiparat mit Kat. f. 39000 ergab in einer mit 
25 Minuten-Intervallen gewonnenen Mereihe Qstq zu 0.0145, diese Werte 
sind aber trotz befriedigender Konstanz wegen der nachgewiesenen In- 
aktivierung nicht zur Berechnung eines Diffusionskoeffizienten zu verwenden. 

Bei Vorversuchen ergaben sich nimlich unter Verwendung gr6Berer 
MeBzeiten kleinere Aktivitaitskonstanten der diffundierten Lésungen 
als in kleineren MeBzeiten. Die Verfolgung dieser Verhaltnisse zeigte 
eine Inaktivierung des Enzyms nach der Probeentnahme, die innerhalb 
der ersten Stunde sehr annahernd 10% des Anfangswertes pro 20 Minuten 


betrigt. Nun ist zwar bekannt, daB verdiinnte Katalaselosungen 
verhaltnismaBig rasch inaktiviert werden kénnen, es wurde aber fest- 
gestellt, daB gewéhnliche verdiinnte Katalaselésungen von etwa der 
Konzentration einer nach 13 Minuten erhaltenen Diffusionslésung 
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nicht annahernd eine so starke fortlanfende Inaktivierung zeigen, wie sie 
die Diffusionslésungen aufwiesen. Nach 1 bis 2 Stunden war die Aktivitat 
noch konstant gefunden worden, erst nach 12 Stunden war sie in einigen 
Versuchen auf etwa 50% gesunken. Auch Beriihrung mit der Membran 
iiber Zeitriume, wie sie bei den Diffusionsversuchen benutzt wurden, 
ist ohne EinfluB. Nach 20stiindiger Versuchsdauer zeigte der Glocken- 
inhalt die urspriingliche Aktivitaét, vermindert um den diffundierten 
Anteil. Daraus geht eindeutig hervor, daB zur Erzeugung des Inakti- 
vierungseffektes das Passieren der Membran Voraussetzung ist. 

Nun wurden verschieden konzentrierte Katalaselésungen mit 
verschiedener Geschwindigkeit durch die Membran gesaugt.  Dabei 
ergab sich tatsachlich eine Inaktivierung, und zwar schon wdhrend der 
Durchstr6mung. Die an dieser Inaktivierung wahrend der Durch- 
stroémung beobachteten Gesetzmabigkeiten und die Folgerungen, die 
sich daraus ergeben, werden hier erértert. 

Es wurde festgestellt, daB die Inaktivierung unabhangig von der 
Passiergeschwindigkeit ist, aber abhingig von der relativen Verweilzeit 
in der Membran, die als die Anzahl der Minuten definiert sei, die 25 ccm 
einer Katalaselésung zum Passieren der Membran benétigen.  Z. B. 
wurde dieselbe Inaktivierung einer Katalaselésung auf etwa 30% 
beobachtet, wenn 25 ccm innerhalb 13 Minuten ein-, zwei- oder dreimal 
die Membran passiert hatten. Die Inaktivierung ist nur bei sehr kleinen 
Verweilzeiten (Sekunden) linear von diesen abhangig, bei gréBeren 
Verweilzeiten wird der Inaktivierungseffekt relativ kleiner. 
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Abb. 3. 
¢ = Konzentration des Enzyms in Mol Himin pro Liter. 
= Aktivitat vor der Durchstrimung. 
= Restaktivitét nach der Durchstrimung. 
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Auch mit zunehmender Konzentration wird der Inaktivierungs- 
effekt geringer. Die Abb. 3 und 4 zeigen die Abhangigkeit des Inakti- 
vierungseffektes von der Konzentration, Abb. 3 tiber langere Verweil- 


23+ 





etna ® 


356 K. Zeile: 


zeiten, Abb. 4 bei sehr kleinen Verweilzeiten, also in dem Gebiet der 
linearen Abhangigkeit. Nur die sehr geringen Inaktivierungseffekte 
bei hohen Konzentrationen sind auch in Abb. 4 bei gréBeren Verweil- 
zeiten ermittelt worden, doch gilt auch hier noch annahernd Propor- 
tionalitat mit der Zeit. 





a7 —~ 


P i c=472 10." 





O95 


GIS }— 


460 














J 
0 Ss” 70” Fad 20” F ~ ad JO” 35” 
kel Verwerlzeit 
Abb. 4 


Tragt man nun die auf einer beliebigen Zeitordinate des linearen 
Bereiches (im vorliegenden Falle z. B. 15 Sekunden) abgeschnittenen 
Nerte fiir 4 —J, die ein Ma8 fiir die Inaktivierungsgeschwindigkeit 
darstellen, in Abhangigkeit vom Logarithmus der Enzvmkonzentration 
auf, wobei die Enzymkonzentration durch Mole Hamineisen im Liter 
ausgedriickt ist, so erhailt man eine Kurve, die ausgesprochen den 
Charakter einer Dissoziationskurve zeigt. Der Hamingehalt des 
Katalasepraparates wurde spektrophotometrisch ermittelt und gab 
in Ubereinstimmung mit dem in Zeitschr. f. physiol. Chem. 192, 171, 
1930 beschriebenen Praparat einen Wert fiir K/Fep von 2500. Der 
Parameter der Kurve, nach dem sie konstruiert wurde, ist 0.2558 —8. 

Dieses auffallige Verhalten ist nur mit der Vorstellung zu verein- 
baren, daB das Enzym eine Dissoziation erleidet, nach deren MaBgabe 
es inaktivierbar wird bzw. sich die Inaktivierungsgeschwindigkeit 
wesentlich vergréBert. Schon Hennichs, der auf ahnliche Angaben 
anderer Autoren hinweist, beobachtete an Katalaselésungen mit ab- 
nehmender Konzentration abnehmende Thermostabilitat (14). Nach 
ihm ,,liegt die Annahme nahe, daB das Enzym eine Vereinigung mit 
einer Schutzsubstanz bildet, die bei Verdiinnung dissoziiert*. 
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er Die aufgefundene Abhangigkeit ist der exakte Ausdruck eines 
te solchen Dissoziationsvorganges. 
i]- 


Die nachstliegende Erklarung fiir den vorliegenden Fall der 
































‘J Membraninaktivierung ist die, daB der Effekt durch Anprall der an 
sich noch aktiven Molekiilreste an die Porenwande ausgelést wird. 
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Damit ist auch eine proportionale Abhangigkeit der Inaktivierungs- 
geschwindigkeit von der Anzahl der inaktivierbaren Molekiilreste, 
die eine Voraussetzung fiir das Zustandekommen einer Dissoziations- 
kurve ist, zu begriinden. Etwa eine Alkaliwirkung durch das Glas 
ist bei der Vorbehandlung der Membran mit konz. Sauren und in An- 
. betracht der Pufferung nicht méglich. Die allmahliche Abnahme der 
. Inaktivierungsgeschwindigkeit bei langeren Verweilzeiten mag durch 
t Beobachtungen, da8 inaktiviertes Enzym Schutzwirkungen entfalten 
kann, erklarbar sein. Einigermafen unklar ist noch die in den Diffusions- 
versuchen beobachtete Fortsetzung der Inaktivierung nach Verlassen 
ie der Membran, die aber fiir die Charakteristik des Dissoziationsvorganges 
" ohne Bedeutung ist. 
b Aus dem Kurvenverlauf ergibt sich noch ein wichtiger SchluB: 
& Der ,,Schutzkérper steht nicht in aquimolekularer Menge mit dem 
r Enzym im Dissoziationsgleichgewicht, sondern er mu in relativ grobem 
3. molaren Uberschu8 vorhanden sein, so daB er in der fiir die Kurve 
‘ giltigen Gleichung: 
a a - (4) 
it K + [5] 
n 
q als unabhangige Variable fungieren kann. 
h «% bezeichnet den der Inaktivierungsgeschwindigkeit proportionalen 
t Dissoziationsgrad, [S] die molare Konzentration des Schutzkorpers, 


K die Dissoziationskonstante des Systems Enzym-—Schutzkorper. 
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Da [S], das zwar im gleichen Praparat proportional der durch die 
Haminkonzentration ausgedriickten Enzymkonzentration c ist, vorlaufig 
nicht absolut bestimmbar ist. ergibt sich auch fiir K als Numerus 
des Parameters nur ein relativer Wert. 

Wiirde die Dissoziation zwischen dem Enzym und einer aquimolaren 
Menge des Schutzkérpers eintreten, so miiBte die Beziehung gelten: 

ae 


= konst., (3) 
l1—a 


die aber, wie die Durchrechnung zeigt, nicht zutrifft. 


Nimmt man nun auch fiir den Schutzkérper Kolloidnatur mit ent- 
sprechend hohem Molekulargewicht an, so bliebe unter Beriicksichtigung 
des durch die Kurve geforderten molaren Uberschusses, bei einem Hamin- 
gehalt der reinsten Katalasepraparate (Kat.f.40000) von sehr an- 
genahert 1°, fiir den eigentlichen Trager der aktiven Gruppe keine 
wesentlich gréBere Molekiildimension, als sie etwa der Schutzkérper 
hat, zur Verfiigung. Es scheint deshalb die Frage nicht unberechtigt, 
ob nicht etwa der Trager mit dem Schutzkérper identisch sei, ob mit 
anderen Worten die beobachtete Dissoziation zwischen der aktiven 
Gruppe und dem Trager stattfinde. Man miiBte dann allerdings an- 
nehmen, um die Bestandigkeit verdiinnter Katalaselésungen zu_ver- 
stehen, daB die aktive Gruppe auch nach erfolgter Dissoziation mit 
einer zweiten Affinitatsstelle noch in Zusammenhang mit dem Trager 
bleibt. 


Ehe nicht eine breitere experimentelle Basis gewonnen ist, sollen 
hier keine weiteren SchluBfolgerungen gezogen werden, es sollte nur 
gezeigt werden, daB die Erkennung eines Dissoziationsvorganges am 
Enzym fir unsere Vorstellungen vom Bau desselben vielleicht nicht 
ohne Belang ist. 

Damit verschiebt sich auch die eingangs gestellte Frage nach dem 
»,Molekulargewicht** des Enzyms in anderer Richtung, jedenfalls wird 
die Méglichkeit ihrer Lésung mittels einer Diffusionsmethode durch 
den iiberlagernden Dissoziationsvorgang grundsatzlich in Frage gestellt. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sei fiir ihre Unter- 
stiitzung auch an dieser Stelle bestens gedankt. Herrn Geheimrat H. Fischer 
méchte ich meinen warmsten Dank aussprechen fiir die wohlwollende Férde- 
rung der Arbeit durch sein stetes Entgegenkommen. 
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Zur Spezifitat der Nierenphosphatase. 


Von 


Ernst Waldsehmidt-Leitz und Franz Kéhler. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule 
in Prag.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1933.) 


Der Frage nach dem Wirkungsbereich der Phosphatasen sind eine 
Reihe von Untersuchungen aus neuerer Zeit gewidmet. Am Beispiel 
der Phosphatase aus Darmschleimhaut haben P. A. Levene und R. 7’. 
Dillon! den Nachweis gefiihrt, daB ein und dasselbe Enzym der Schleim- 
haut fiir die Hydrolyse der verschiedensten organischen Phosphor- 
sdiureester, darunter auch fiir die der Nucleotide, verantwortlich ist; 
fiir die Spaltung von Estern der Pyrophosphorsiure? und fiir die 
Bildung von Orthophosphat aus Pyrophosphat* unterscheidet man 
dagegen nach neueren Befunden eine von jener Phosphoesterase ver- 
schiedene spezifische Pyrophosphatase. 


Die vorliegende Untersuchung soll der Frage nach der Spezifitat 
der Phosphatasen mit einem Beitrag dienen, der den Vergleich der 
spezifischen Spaltbarkeit organischer Phosphorsiureester und Phosphor- 
siureamide betrifft. Der quantitative Vergleich der phosphatatischen 
Aktivitat von Enzymlésungen verschiedenen Reinheitsgrades, den 
der experimentelle Teil belegt, fiihrt zu der vorliufigen SchluBfolgerung, 
daB die untersuchten esterartigen Phosphorsdurederivate, Glycero- 
phosphat, Monophenylorthophosphat, Hexosediphosphat und Adenosin- 


phosphorsdure, durch ein und dieselbe Phosphatase der Niere, eine 


' J. of biol. Chem. S88, 753, 1930/31. 
? Siehe dazu K. Kurata, J. Biochem. 14, 25, 1931. 
3 Siehe dazu E. Jacobsen, diese Zeitschr. 242, 292, 1931. 
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Phosphoesterase, gespalten werden, entsprechend den von Levene 
und Dillon beschriebenen Befunden an Darmschleimhaut. Dies ergibt 
sich aus dem iibereinstimmenden Verhaltnis der Reaktionsgeschwindig- 
keiten, z. B. der Halbspaltungszeiten, in den einzelnen Phosphatase- 
lésungen. Die von S. Uzawa' jiingst vertretene Annahme der Existenz 
einer Phosphodiesterase neben Phosphomonoesterase findet also in 
unseren Ergebnissen keinen Riickhalt. Fiir die Hydrolyse von Phosphor- 
siureamiden, wie Kreatinphosphorsaure, scheint dagegen eine besondere 
Phosphoamidase verantwortlich zu sein: denn die Aktivitat gegeniiber 
Phosphokreatin findet man weitgehend unabhangig von der gegeniiber 
Phosphorsaureestern gemessenen. Die Erscheinung?, daB die enzymati- 
sche Hydrolyse der Phosphorsiureester wie die der Phosphorsiure- 
amide in gleicher Weise durch Sulfhydrylverbindungen gehemmt wird, 
ist also nicht im Sinne einer Identitat der beteiligten Enzyme zu werten. 


Versuche, 
Zur Kinetik. 
Tabelle J. 


Reaktionsverlauf der Glycerophosphatspaltung. {Enzymlésung nach 
H. Erdtman® durch Trocknen von Schweineniere mit Alkohol-Ather und 
Extraktion mittels 1,4°.,ig. NH, (1:19) bereitet; Bestimmungsansatz: 
35,0 cem Na-Glycerophosphat (75,6 mg), enthaltend 14,0 cem n/10 Veronal- 
puffer (py 8.8) +. 8.0cem Phosphatase*; 30°; Bestimmung der ab- 
gespaltenen Phosphorsaiure nach Fallung mit Trichloressigsiure mittels 
Strychninmolybdat nach G. Embden*; Angahen beziehen sich auf die 
Analysenprobe von 6,0 ccm. | 





Phosphorsiure 


Zeit entspr. Spaltung k (monomol.) 
Min. mg P 0), ber. 
30 0,235 18,9 0,0030 
60 0,396 31,9 0,0028 
90 0,549 44.2 0,0028 
120 0,634 51,1 0,0026 
240 6,929 74,9 ,0025 


! J. Biochem. 15, 19, 1932. 

2 Vgl. E. Waldschmidt-Leitz, A. Schdfiner u. A. Scharikova, Zeitschr. 
f. physiol. Chem., im Druck. 

3 Ebenda 172, 182, 1927. 


4 Zusatz von Magnesiumsalz war bei den angewandten Phosphatase- 
lésungen ohne EinfluB auf die Aktivitat. 
5 Zeitschr. f. physiol. Chem. 113, 138, 1921. 
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Tabelle Il. 
Reaktionsverlauf der Spaltung von Monophenylorthophosphat!. [35,0 cem 
Substratlésung (74,9 mg monophenylorthophosphorsaures K *, enthaltend 
14,0cem n/10 Veronalpuffer (py 8,8) + 8,0 com Phosphatase; 30°; Be- 
stimmung der abgespaltenen Phosphorsiure wie in Tabelle I; Angaben 
beziehen sich auf die Analysenprobe von 6,0 cem.] 





saa Phosphorsaure : Umsatz (9/9) 
-_ wentspr. guiteng Zeit (Min.) 
Min. mg P Fo ber. 

30 0,114 9,3 0,31 

60 0,226 18,4 0,31 

90 0,352 28,6 0,30 
120 0,475 38,7 0,32 
180 0,681 55,4 0,31 
240 0,822 66,9 0,28 

Tabelle 111. 
Reaktionsverlauf der Spaltung von Hexosediphosphat. [Substratlésung: 


1,0 g hexosediphosphorsaures Ca in 20cem H,O suspendiert und mit der 
aquivalenten Menge (20 ccm) Na-Oxalatlésung (enthaltend 38,1 mg), ge- 
schiittelt, Niederschlag abfiltriert und gewaschen, Filtrat mit 40,0 cem 
n/10 Veronalpuffer (py = 8,8) versetzt und mit H,O auf 100 cem verdiinnt 
(1,0cem der verdiinnten Lésung entsprechen 1,42 mg P); Bestimmungs- 
ansatz: 13,3. cem Substratlésung + 6,7 cem Phosphatase; 30°; Bestimmung 
der abgespaltenen Phosphorsiure wie in Tabelle [; Angaben beziehen sich 
auf die Analysenprobe von 3,0 ccm. ] 





Phosphorséure 


Zeit entspr. Spaltung k (monomol.) * 
Min. mg P Ol ber. 
30 0,113 5,3 0,000 79 
60 0,214 10,0 0,000 77 
120 0,384 18,0 0,000 72 
240 0,729 34,2 0,000 76 


* Bezogen auf die Abspaltung von zwei Phosphors&ureresten. 


; Tabelle LV. 
Reaktionsverlauf der Spaltung von Adenosinphosphorséure. — [50,0 cem 
( 173 mg) Adenosinphosphorsaure aus Muskel (Gg. Henning, Berlin), mit 
NaOH _ neutralisiert, enthaltend 20,0cem n/10 Veronalpuffer (4 = 8,8) 
+ 8.0 cem Phosphatase ; 30°; Bestimmung der abgespaltenen Phosphorsaure, 
wie in Tabelle I; Angaben beziehen sich auf die Analysenprobe von 8,0 ccm. ] 





Zeit or “rages Spaltung k (monomol.) 
Min. “nar 5 ber. 
30 0,105 5.9 0,0009 
60 0,235 13,1 0,0010 
90 0,365 20,3 0,0010 
120 0,429 23.9 0.0009 
180 0618 | 343 0,0010 
240 0.795 | 442 0,0010 


Vel. C. Neuberqu. J. Wagner, diese Zeitschr. 171, 485, u.zwar 8. 486, 1926. 
* Dargestellt nach B. Heymann u. W. Kénigs. Chem. Ber. 19, 3305, 1886. 
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Tahelle V. 
Reaktionsverlauf der Spaltung von Kreatinphosphorsaure. {55,5 mg 
kreatinphosphorsaures Ba in 10 cem H,O unter Zusatz von einigen Tropfen 
n/10 HCl (bis zu neutraler Reaktion gegen Bromthymolblau) gelést und 
mit 2,0cem Na,SO,-Losung (enthaltend 25,0 mg; aquivalente Menge 
7 mg) gefallt, Niederschlag abfiltriert. Filtrat mit Wasser auf 20,0 cem 
aufgefiillt; 10,0 cem n/10 Veronalpuffer (py 8,8); 2,4cem Phosphatase ; 
Gesamtvolumen 35,5 cem; 30°; Bestimmung des Umsatzes nach E. Leh- 
nartz'; Angaben beziehen sich auf die Analysenprobe von 7.0)cem (ent- 
haltend 0.817 mg P).| 


22 





Zeit aoe Spaltung k {(monomol.) 
Min. mg P 4 oa 
20 0,247 30,3 0.0078 
60 0,499 61,1 0.0068 
90 0,618 75,6 0.0068 
120 0.694 85.0 0.0069 


Tabelle V1. 
Adsorption mit Eisenhydroxyd und Spaltbarkeit von Glycerophosphat 
Monophenylorthophosphat und Hexosediphosphat. [90 ¢em Phosphatase 
lésung nach Zusatz von 2,0cem n Acetatpuffer von py = 5,0 mittels 
0,30 cem Eisengel (= 9,8 mg Fe,O,) adsorbiert und in der Zentrifuge vom 
Adsorbat getrennt: Lésung 1; 60 cem der Lésung |, wiederum mit 0,30 cem 
Kisengel. sodann mit 1,0 ccm desselben (= 32,7 mg Fe,O,) behandelt : 
Lésung Il; 30cem der Lésung II mit 0,30cem, darauf zweimal mit je 
10cem Eisengel adsorbiert: Lésung IIL: Adsorption der Phosphatase 
gemessen (gegeniiber Monophenylorthophosphat als Substrat) zu 20 bzw. 
54 bzw. 80°, vom Enzymgehalt der Ausgangslésung. Verdauungsansatze 
und Bestimmung der Hydrolyse, wie friiher beschrieben; Zeiten fiir 50 
baw. 25°.ig. Spaltung berechnet aus dem Verhaltnis der in der Ausgangs- 
lésung gemessenen Reaktionsgeschwindigkeiten; zur Bestimmung an 
gewandt 1,09 (Lésung I) bzw. 1,51 (Lésung Il) bzw. 4,15 cem (Lésung IIT): 
Substratmenge entsprechend 1,25 mg P fiir Glycerophosphat und Mono- 
phenylorthophosphat bzw. entsprechend 2,14 mg P fiir Hexosediphosphat ; 
angestrebt 50°,ig. Spaltung fir Glycerophosphat und Monophenylortho- 
phosphat bzw. 25° ig. Spaltung fiir Hexosediphosphat. auf einen Phosphoi 
séurerest bezogen. | 








= $n rszei : Spalt r 
— Substrat st nsec (nach ty) ‘1 
e ber. (t;) gef. (fo) %9 ta 
I Glycerophosphat 117 118 49.8 0,99 
Phenylphosphat 162 169 47,9 0,96 
Hexosephosphat 158 145 26,0 1,08 
II Glycerophosphat 117 137 44.6 0,85 
Phenylphosphat 162 169 47,8 0,95 
Hexosephosphat 158 158 25,0 1,00 
Il Glycerophosphat 117 128 47,1 9,91 
Phenylphosphat 162 169 47,4 0,96 
Hexosephosphat 158 160 24,8 0,99 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 184, 1, und zwar 8. 13, 1929. 
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Tahbelle VII. 


Adsorption mit Eisenhydroxyd und Spaltbarkeit von Glycerophosphat, 
Adenylsaure und Kreatinphosphorsaure. {[8leem Phosphataselésung 
nach Zusatz von 2,0cem n Acetatpuffer von py = 5,0 mit 0,30, dann 0.50 
und darauf 1,00 cem Eisengel adsorbiert und vom Adsorbat in der Zentrifuge 
getrennt: Lésung I; 54cem der Lésung I zweimal mit je 1,00 cem Eisen 
weiter adsorbiert: Lésung I]; 27 cem der Lésung II noch viermal mit je 
1,00 cem Adsorbens behandelt: Lésung II]; Adsorption der Phosphatase 
gemessen (gegentiber Glycerophosphat als Substrat) zu 24 (Lésung I) bzw. 
40 (Lésung IT) bzw. 65°, (Lésung III); Verdauungsansatze und Bestimmung 
der Hydrolyse, wie friiher beschrieben; Zeiten fiir 50- bzw. 25° ig. Spaltung 
berechnet aus dem Verhaltnis der in der Ausgangslésung gemessenen 
Reaktionsgeschwindigkeiten; zur Bestimmung angewandt 1,47 (Lésung 1) 
bzw. 1,87 (Lésung II) bzw. 3,23 cem (Lésung ITI): Substratmenge ent- 
sprechend 1,23 mg P fiir Glycerophosphat bzw. 1,28 mg P fiir Adenylsaure 
bzw. 0,82mg P fiir Phosphokreatin; angestrebt 50°,ig. Spaltung fiir 
Glycerophosphat und Phosphokreatin bzw. 25°,ig. Spaltung fiir Adenyl- 
saure. ! 








Enzym- icine Spaltungszeit (Min.) echt ty 
Wome ber. (t;) gef. (to) 0/9 te 
I Glycerophosphat 112 105 52,4 1,06 
Adenylsaure 125 107 29,5 1,16 
Phosphokreatin 44 64 38,4 0,68 
Il Glycerophosphat 112 111 51,4 1,00 
Adenylsaure 125 101 31,0 1,23 
Phosphokreatin — | 44 35 | S584 1,25 
Il Glycerophosphat 112 103 52,8 1,08 
Adenylsaure 125 103 29,2 1,21 
Phosphokreatin — | 44 16 92,0 2,75 


Der Deutschen Forschungsgemeinschajt danken wir ergebenst fiir die 
zur Verfiigung gestellten Mittel. 




















Uber Vergirung von Methylglyoxal. 


Von 


Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Von desmolytischen Abbauprodukten des Zuckers sieht das Garungs- 
schema drei Carbonylverbindungen vor: Methylglyoxal, Brenztrauben- 
siure und Acetaldehyd. Diese drei Kérper sind simtlich bei geeigneter 
Versuchsanordnung in 80- bis 100°,iger Ausbeute isoliert worden, so 
daB ihre Natur als Erzeugnisse des Zellstoffwechsels nicht zweifelhaft 
sein kann. Ein wohlbekanntes Charakteristikum der einfachen Carbonyl- 
verbindungen ist ihre Fahigkeit, mit schwefligsauren Salzen Sulfit- 
additionsprodukte zu bilden. Auf diese Tatsache griindet sich das 
Verfahren, mit dem der Acetaldehyd abgefangen wird. Da der Theorie 
nach beim Zerfall des Zuckers Methylglyoxal und Brenztraubenséure 
vor Erreichung der Acetaldehydstufe auftreten, so erhob sich schon 
friih die dringende Frage, warum denn nicht Methylglyoxal und Brenz- 
traubensiure durch Sulfit fixiert werden. Diese Frage ist hinsichtlich 
der Brenztraubensdure schon vor Jahren gelést worden, indem C. Neu- 
berg und E. Reinfurth zeigten, daB Brenztraubenséure-sulfit glatt, ja 
mit besonderer Leichtigkeit von Hefe vergoren wird!. Eine Liicke blieb 
beziiglich des Methylglyoxals offen. Bei den vielfaltigen Méglichkeiten, 
die fiir die Konfiguration dieses Kérpers vorhanden sind, konnte man 
natiirlich annehmen, daB der intermediar auftretenden Reaktionsform 
garnicht die Struktur eines Ketonaldehyds, sondern die eines tautomeren 
Gebildes zukommt, dem die Fahigkeit zur Anlagerung von Sulfit abgeht. 
Nun steht seit 20 Jahren fest, daB auch synthetisches Methylglyoxal 
dessen Konstitution in wasseriger Lésung freilich nicht eindeutig bestimmt 
ist, biologisch verwertet wird. AuBerdem ist in Betracht zu ziehen, dais 
die Bisulfit-additionsprodukte eine mit steigendem Molekulargewicht 
abnehmende Bestandigkeit besitzen. DemgemaB ist der Eintritt einer 
Oxydoreduktion beim Methylglvoxalbisulfit wahrscheinlicher als bei dem 
Acetaldehydderivat; nach allen vorliegenden Erfahrungen ist namlich 
Acetaldehydbisulfit -— nachst der entsprechenden Formaldehyd- 


' OC. Neuberg u. E. Reinfurth, B. 538, 1051, 1920. 
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verbindung der bestaindigste Vertreter dieser Kérperklasse. Somit 
fehlt es nicht an Erklirungsméglichkeiten fiir den Umstand, daB kein 
Methylglyoxal durch die Sulfit-abfangmethode festgelegt wird, zumal 
diese in einem praktisch neutralen Milieu zur Anwendung gelangt, 
wo die Dissoziation der héheren Carbonylsulfite stark begiinstigt ist. 
Trotzdem war der direkte experimentelle Nachweis von Bedeutung, 
daB Methylglyoxal in Gegenwart von Sulfit, und sogar von mehr Sulfit, 
als bei der Abfangmethode benutzt wird, von Hefe angegriffen wird. 
Vor einiger Zeit haben wir dargetan, daB Methylglyoxalsulfit durch 
Sauerstoff quantitativ in Brenztraubenséure iibergefiihrt wird!, die 
natiirlich zunachst auch als Sulfitverbindung vorliegt. Das Garungs- 
schema besagt, daB eine Oxydoreduktion zwischen Methylglyoxal und 
Acetaldehyd stattfindet, bei der Brenztraubenséure und Athylalkohol 
entstehen, letzterer als Endprodukt, wahrend Brenztraubensaure nach 
Decarboxylierung zu Acetaldehyd stets wieder mit dem desmolytisch 
nachgebildeten Methylglyoxal in gleicher Weise reagiert. Prinzipiell 
erscheint es gleichgiiltig, ob die Dehydrierung bzw. Oxydation des Methyl- 
glyoxals an Acetaldehyd oder durch Sauerstoff stattfindet, wobei die 
Frage nach der Spezifitat der Wasserstoffakzeptoren nicht erértert zu 
werden braucht. Ersetzt man also im vereinfachenden Versuch, der 
vorlaufig behandelt werden soll, den Acetaldehyd durch Sauerstoff, so 
gelingt bei der nachfolgend beschriebenen Anordnung der Experimente 
eine Vergirung von Methylglyoxal. Es entsteht daraus tiber Brenz- 
traubensiure Acetaldehyd, der nach dem von uns beschriebenen Vor- 
gehen leicht nachgewiesen, isoliert und quantitativ bestimmt werden 
kann?. 
A. Versuche mit Trockenhefe. 
Ansdtze. 
I. 35cem etwa 20°,ige Lésung von Methylglyoxal-Natriumbisulfit® 
(= 1.40 g¢ Methylglyoxal), 
645 cem m/4 Phosphatlésung von py 6,7, 
35g Trockenhefe (Patzenhofer), 
10cem Toluol. 
Il. 35cem etwa 20°,ige Lésung von Methylglyoxal-Natriumbisulfit 
(= 1,40g Methylglyoxal), 
645 cem m8 Phosphatlésung von py 6,7. 
35g Trockenhefe, 
10cem Toluol. 
Ill. 35cem etwa 20°,ige Lésung von Methylglyoxal-Natriumbisulfit 
(= 1,40 g¢ Methylglyoxal), 


665 ., m/4 Phosphatlésung von py 6,7, 
10... Toluol. 


1 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 262, 215, 1932. 
2 Vgl. hierzu E. Simon u. C. Neuberg, ebenda 232, 479, 1931. 
8 Etwa 80° iges Salz. 
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IV. 35ccm etwa 20°,ige Lésung von Methylglyoxal - Natriumbisulfit 
(= 140g Methylglyoxal), 

665 ., m/8 Phosphatlésung von pg 6,7, 

10, .,  Toluol. 

V. 645cem m/4 Phosphatlésung von py 6,7, 

25 .,. 2m Natriumbisulfitlésung, 

10 ., Wasser, 

35g Trockenhefe, 

10 cem Toluol. 

V1. 645ccem m/8 Phosphatlésung von py 6,7. 

25>... 2m Natriumbisulfitlésung, 

10 ., Wasser, 

35g Trockenhefe, 

l0cem Toluol. 

Die Gesamtvolumina der Versuche betrugen je 700 com; das Anfangs-py 
war vor Zugabe der Hefe 6,6. 

Durch die Versuchsgemische wurde bei 37° standig Sauerstoff geleitet, 
wobei eine Verdampfung von Wasser- bzw. Toluol durch aufgesetzte 
Energiekiihler verhindert wurde. Nach einem Tage wurden von den An- 
sitzen I, I], V und VI Proben entnommen, mit Soda- plus Bariumchlorid- 
lésung gefallt' und die klaren, von Sulfit befreiten Filtrate iiber Calcium- 
carbonat mit Wasserdampf destilliert. Die Destillate der aus den Ver- 
suchen I und II entnommenen Proben enthielten bereits geringe Mengen 
Acetaldehyd, wahrend in den Destillaten der methylglyoxalfreien Ver- 
gleichsversuche V und VI kein Aldehyd nachweisbar war. 

Die Aufarbeitung der Ansatze wurde nach dreitigiger Versuchsdauer 
vorgenommen. In den fermentfreien Vergleichsversuchen III] und IV 
wurde die entstandene Brenztraubenséiure und unverandertes Methyl- 
glyoxal mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin gefallt. Fiir je 200 ccm der Ver- 
suchslésungen wurden 160cem 1,7°,ige Lésung von 2, 4-Di-nitrophenyl- 
hydrazin in 2n HCl verwendet, die Reaktionsgemische */, Stunden im 
siedenden Wasserbad erhitzt und die Niederschlage nach dem Abkiihlen 
in Eis abgesaugt, mit wenig verdiinnter Salzsiure sowie Wasser gewaschen. 

Ausbeute fiir 200 cem Lésung von Versuch III 1,97 g und fiir 200 cem 
von Ansatz1IV 2,18g an Gemisch von Methylglyoxal-bis-2, 4-di-nitro- 
phenylhydrazon plus Brenztraubensaure-2, 4-di-nitrophenylhydrazon. Aus 
den Gemengen wurden die beiden Komponenten in der friiher  be- 
schriebenen Weise? durch Herauslésen des Brenztraubensaiurederivats mit 
m Sodalésung und Wiederausfallen des Ketoséure-di-nitrophenylhydrazons 
mit verdiinnter Salzsaure isoliert. Die gefundenen Mengen, berechnet fiir 
je 100 ccm Versuchslésung, sind in der Tabelle I angegeben. 


Tabelle I. 





g Brenztraubensture-2,4- g Methylglvoxal-bis-2, 4- 
Versuch di-nitrophenylhydrazon in di-nitrophenylhydrazon in 
100 cem Versuchsgemisch 100 cem Versuchsgemisch 


I 0,36 0,61 
IV 0,23 0.84 


1 Nach der Vorschrift von C. Neuberg u. E. Reinfurth, diese Zeitschr. 
89, 390, 1918. 
2 C. Neuberg u. M. Kobel, ehenda 216, 495, 1929. 
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Zur Isolierung des Acetaldehyds wurden je 600 ccm der Versuchs- 
gemische I, Il, V und VI unter Kiihlung mit 60 ccm m Soda und 540 cem 
gekihlter 25°.iger Bariumchloridlésung versetzt; dadurch wird alles Sulfit 
ausgefallt. Nach halbstiindigem Stehen in Eis wurde filtriert. Je 800 cem 
der klaren Filtrate (entsprechend 400 cem Urlésung) wurden iiber Calcium- 
carbonat mit Wasserdampf destilliert und durch anreichernde Destillation 
auf je 200 ccm konzentriert, wobei einmal iiber Bleicarbonat und zweimal 
nach Zugabe von etwas Schwefelséure destilliert wurde!. Die aus Ansatz | 
und II gewonnenen Lésungen zeigten stark positive Reaktion mit Nitro- 
prussidnatrium und Piperidin nach L. Lewin. Die aus den methylglyoxal- 
freien Versuchen V und VI erhaltenen Destillate waren vollkommen acet- 
aldehydfrei; unter den gewahlten Versuchsbedingungen hatte also keine 
Selbstgérung stattgefunden. Der Acetaldehydgehalt wurde durch Titration 
mit Hydroxylaminsulfat bestimmt. Danach enthielten 50 ccm Destillat I 
( 100 ccm Versuchslésung I) 0,0101 g Acetaldehyd und 50 cem Destillat I] 
( 100cem Versuchslésung II) 0,0066 g¢ Acetaldehyd. Die in 100 cem 
Versuchslésung anfinglich zugegen gewesenen 0,20 g Methylglyoxal 
kénnten 0,1222 g Acetaldehyd liefern; die Ausbeuten betrugen also 8,3 
bzw. 5,4°, des urspriinglich vorhandenen Methylglyoxals. Da aber unter 
den innegehaltenen Versuchsbedingungen aus den fermentfreien Vergleichs- 
versuchen III und IV pro 100 cem nur 0,36 bzw. 0,23 g Brenztraubensaure- 
di-nitrophenylhydrazon erhalten werden konnten, die 0,0591 bzw. 0,0377 g 
Acetaldehyd aquivalent sind, ist die wahre Ausbeute an vergorenem Methyl- 
glyoxal zu 17,1 bzw. 17,5°, des in Brenztraubensaure tibergegangenen 
Ketonaldehyds anzunehmen. Neben Acetaldehyd war in den Hefenver- 
suchen keine Brenztraubensaure nachweisbar; wahrscheinlich ist ein Teil 
des primar gebildeten Acetaldehyds anderweitig verbraucht worden. 

Je 180 cem der Destillate I und II (aus je 360 cem Urlésung) wurden 
vereint auf 100 cem konzentriert. Aus der so angereicherten Lésung wurden 
durch Fallung mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin 0,3 g Acetaldehyd-di-nitro- 
phenylhydrazon erhalten, das nach zweimaligem Umkristallisieren aus 
Alkohol unter Zugabe von etwas Tierkohle analysenrein war. F. 163°, 
Mischschmelzpunkt mit einem reinen Vergleichspraparat 164°. 

4.994 mg Substanz gaben 7,890 mg CO, und 1,670 mg H,O. 

2,457 .. oa + 0,536cem N, (23% 751mm, 50°, KOH). 

‘CgH,O,Ny. Ber.: C = 42,85°,, H = 3,60°%. N = 25,00°,; 

(224,14) gef.: C = 43,10°,. H 3,74°%, N 24.86°.. 


B. Versuche mit Hefen-mazerationssaft. 


Ansdtze. 


I. 590 cem Mazerationssaft, 
75 .,  m Phosphatlésung von py 6,4, 
35 ., etwa 20°,ige Lésung von Methylglyoxal - Natriumbisulfit 
( 1.47 g¢ Methylglyoxal), 

.«» Toluol. 


‘ 


1 Da doch eine anreichernde Konzentrierung und auSerdem eine 
mehrfache Rektifikation nétig ist, um einerseits aus Protein stammendes 
NH, und andererseits H,S zu beseitigen, ist die getrennte Anwendung 
von CaCO,, PbhCO, und H,SO, erforderlich; dadurch wird der Arbeits- 
gang weder kompliziert noch verzégert. 
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Il. 565 cem Mazerationssaft, 
100... m Phosphatlésung von py 6,4, 
35... etwa 20° ige Lésung von Methylglyoxal - Natriumbisulfit 
( 1.47 g¢ Methylglvoxal), 
7 + ©6©6Ohuel, 
Ill. 590 cem Wasser, 
75 .. m Phosphatlésung von py 6.4, 
35... etwa 20°,ige Loésung von Methylglyoxal - Natriumbisulfit 
(= 147g Methylglvoxal), 
7 ,, Toluol. 
IV. 565 ccm Wasser, 
100)... m Phosphatlésung von py 6.4. 
35... etwa 20°.ige Lésung von Methylglyoxal - Natriumbisulfit 
(= 1,47 g Methylglyoxal). 
7 .. Toluol. 
V. 590 cem Mazerationssaft. 
75 ., m Phosphatlésung von py 6.4, 
25... 2m-Natriumbisulfitlésung, 
10... Wasser, 
7 ., Toluol. 
VI. 565 ccm Mazerationssaft, 
100)... m Phosphatlésung von p x 6.4. 
25... 2m-Natriumbisulfitlésung, 
10... Wasser, 
7 .. Toluol. 


Nach zweitaigiger Sauerstoffdurchleitung bei 37° wurden je 200 cem 
der Ansaétze ITT und IV mit 160cem 1,7°,iger Lésung von 2, 4-Di-nitro- 
phenylhydrazin in 2n HCl versetzt, */, Stunden im siedenden Wasserbad 
belassen und die aus einem Gemisch von Methylglyoxal-bis-2, 4-di-nitro 
phenylhydrazon und Brenztraubensdure-2, 4-di-nitrophenylhydrazon — be- 
stehenden Niederschlage nach dem Abkiihlen abgesaugt. Ausbeute aus 
200 cem Ansatz LIT 2,4 g, aus 200 cem Ansatz IV 2,35 ¢. Durch Trennung 
der erhaltenen Gemische mit Soda auf die friiher angegebene Art wurden 
pro 100 cem der Versuchslésungen ITT und IV die in der Tabelle IT an- 
gefiihrten Substanzmengen isoliert. 


Tabelle II. 





g Brenztraubensiure-2,4- g Methylglyoxal-bis-2, 4- 
Versuch di-nitrophenylhydrazon in di-nitrophenylhydrazon in 
100 cem Versuchsgemisch 100 cem Versuchsgemisch 


Ill 0,078 1,11 
Iy 0,130 1,02 


Ebenfalls nach 2 Tagen wurden je 480 ccm der Versuchslésungen I, 
Il, V und VI unter Eiskiihlung mit 25ccem m Sodalésung sowie 345 cem 
gekiihlter 25°,iger Bariumchloridlésung versetzt und nach halbstiindigem 
Stehen im Eisschrank filtriert. Je 300 cem der klaren Filtrate (entsprechend 
161 ceem der Versuchslésungen) wurden iiber Calciumcarbonat mit Wasser- 
dampf destilliert und die Destillate in iiblicher Weise (iiber Bleicarbonat 
und dann iiber HgSO,) auf 200cem konzentriert. Alle vier Versuchs 
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lé6sungen gaben stark positive Reaktion mit Nitroprussidnatrium-Piperidin, 
und die Titration mit Hydroxylaminsulfat lieferte fiir je 10 ccm der an- 
reichernd eingeengten Destillate, die 8,05 ccm der Versuchslésung ent- 
sprachen, die in der Tabelle IL] verzeichneten Werte. 


Tabelle LIT. 


ccm n/l10 Acetaldehyd in 8,05cem Versuchslésung. 





I Ul v VI 


1,03 1,07 0,80 0,75 


Der in Ansatz V und VI gefundene Aldehyd und ein entsprechender 
Anteil des Acetaldehyds aus Ansatz 1 und II stammt aus dem Alkoho!l 
(bzw. umgesetzten Kohlenhydraten) des Hefemazerationssaftes. Den aus 
Methylglyoxal entstandenen Anteil erhalt man durch Subtraktion der in 
den Vergleichsansaétzen (V und VI) gefundenen Mengen von den zugehérigen 
der Hauptversuche (I und II). Demzufolge sind in Versuch I in 8,05 cem 
Versuchslésung aus Methylglyoxal 1,03 — 0,80 = 0,23cem n/10 Acetaldehyd 
gebildet worden, in Versuch I] 1,07 0,75 0,32 cem n/10 Acetaldehyd. 

In 100cem Ansatz I sind dann 0,0126g und in 100ccem Ansatz II 
0,0175 g Acetaldehyd aus Methylglyoxal hervorgegangen. Da die in 100 cem 
der Versuchsgemische urspriinglich vorhanden gewesenen 0,21 g Methyl- 
glyoxal 0,1283 g Acetaldehyd liefern kénnten, betrug die Ausbeute 9,8 
bzw. 13,6°, des zugesetzten Methylglyoxals. 

Andererseits konnten aus den fermentfreien Vergleichsversuchen LI 1 
und IV pro 100 ccm 0,078 g bzw. 0,130 g Brenztraubensaure-2, 4-di-nitro- 
phenylhydrazon isoliert werden, die 0,0128 bzw. 0,0213 g Acetaldehyd 
aquivalent sind. 

Bezieht man die in den Versuchen I und II aus Methylglyoxal gebildeten 
Acetaldehydmengen darauf, so sind im ersten Falle 98,5°,. im zweiten 
Falle 82,3°, des in Brenztraubensadure iibergegangenen Methylglyoxals zu 
Acetaldehyd vergoren. 

In den Versuchen I und II war bereits nach zweitagiger Versuchsdauer 
Methylglyoxal nicht mehr nachweisbar ; es ist wohl anzunehmen, dab infolge 
der groBen Dismutationsfahigkeit des Hefensaftes der nicht vergorene 
Anteil des Ketonaldehyds in Milchsaure verwandelt ist. 


Die vorliegende Untersuchung ist mit Mitteln ausgefiihrt, fiir deren 
(rewihrung der Rockefeller Foundation unser aufrichtiger Dank gebiihrt. 
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Uber den isometrischen Koeffizienten des Sauerstoffs normaler 
und jodessigsiure-vergifteter Muskeln. 


Von 
0. Meyerhof, Ch. L. Gemmill (Baltimore) und G. Benetato (Klausenburg). 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 12. Dezember 1932.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Der isometrische Koeffizient des Sauerstoffs 

K _ g Spannung « cm Muskellange 
gO, 
ist bekanntlich ein Ma fiir den mechanischen Nutzeffekt der Oxy- 
dationsenergie, wobei die mechanische Leistung an der gesamten 
Spannungsentwicklung einer Serie von Einzelzuckungen, die Oxydations- 
energie aber an dem Extrasauerstoff gemessen wird, der itiber den Ruhe- 
verbrauch hinaus bei der Tatigkeit des Muskels verbraucht wird. Ist die 
Oxydation vollstandig, bis zu CO, und H,O (eventuell N Hg), so macht es 
keinen groBen Unterschied fiir den kalorischen Wert des Sauerstoffs, 
welche Substanzen oxydiert werden. Voraussetzung dieser Betrachtung 
ist, daB der chemische Zustand des Muskels wihrend der Messung 
stationar bleibt, d. h. daB die Nahrstoffe nur in dem Umfang verschwinden, 
als sie total oxydiert werden, daB sich keine anaeroben Spaltprodukte 
anhaiufen, sondern fortlaufend mit der gleichen Geschwindigkeit, 
mit der sie intermediir entstehen, wieder beseitigt werden, und dal 
andererseits keine mit einem Mehrverbrauch an Sauerstoff verbundene 
Schaidigung des Muskels eintritt. Denn im allgemeinen fiihren Schiidi- 
gungen des Muskels zu einem Extraverbrauch an Sauerstoff und damit 
einer Vergeudung von Oxydationsenergie. In diesem Fall findet man 
den Km, -Wert zu klein, im anderen Fall zu grob. 
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Sind die genannten Bedingungen vollstandig erfiillt, so sagt der 
K,,,,.-Wert in Verbindung mit dem isometrischen Koeffizienten der 
anaeroben Spaltvorgange auch etwas tiber den Nutzeffekt des oxydativen 
Erholungsvorganges selbst aus. Ergibt sich z. B. an normalen Gastrocne- 
mien bei schwacher Ermiidung ein isometrischer Koeffizient der Milch- 
siure von 170. 10°, dagegen ein K,,,, -Wert von 715.108, so werden 
4.5 Mol Milchsiure verschwinden, wenn ein Milchs&ureaquivalent 
oxydiert wird. Bei einem kalorischen Quotienten der Milchsaure 
5 tow eet von 380 berechnet sich ein Nutzeffekt des Er- 

geal erzeugt 
holungsvorgangs von 45°%,. In den kalorischen Quotienten der Milch- 
siure sind hier die gleichzeitig stattfindenden sonstigen anaeroben 
Zerfallsvorginge mit eingeschlossen. 

is ist von besonderem Interesse, den Kn -Wert auch fiir den 
jodessigsaurevergifteten Muskel zu bestimmen, vorausgesetzt, daB sich 
die beiden oben genannten Bedingungen erfiillen lassen. Dann erhalt 
man nimlich Auskunft iiber das Verhaltnis von Spaltungs- und Oxy- 
dationsenergie in Muskeln, in denen intermediadr keine Milchsaure 
entsteht, sondern die Oxydationsenergie direkt zur Resynthese der 
gespaltenen Kreatinphosphorsiure verbraucht wird. 


Derartige Versuche wurden von uns an Sartorien unter denselben 
Bedingungen ausgefiihrt, wie sie in der myothermischen Versuchs- 
technik eingehalten werden. Werden bei der Kohlenhydratoxydation 
pro Gramm verbrauchten Sauerstoff 3,54 kcal frei (— 151 . 10® gem), 
so muB zwischen dem isometrischen Warmekoeffizienten in Sauerstoff 


g Spannung x cm Muskellinge 
unc 


(nse 2) Zn, gem gesamte (initiale und oxydative) Warme 


dem isometrischen Koeffizienten des Sauerstoffs £.,,, " die einfache 
Beziehung bestehen: K,,,. = 151. 10° Ky. Da nach Hill die gesamte 
aerobe Warme bei der isometrischen Zuckung des Sartorius durch- 
schnittlich genau doppelt so groB ist als die initiale Warme H,, so ist 
Ky, = '/, Ky, und daher K,,,, = 75. 10° Ky. Kj, ist im allgemeinen 
nach Hill — 6. H. Blaschko fand in unserem Institut mit der Hillschen 
Methode bei besonders frischen Temporariamuskeln, unter Vermeidung 
aller Reibungsverluste, Werte von K,,, = 7 bis 8. Setzen wir diesen 
Wert ein, so haben wir einen K,,,, -Wert von 525.108 bis 600. 10° zu 
erwarten. 


1. Versuche an normalen Sartorien. 


Obige Beziehung war zunachst an normalen Sartorien genauer 
zu priifen als das in den bisherigen Arbeiten dieses Instituts geschehen 
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war!. Hierfiir war vor allem der EinfluB der Anfangsspannung auf die 
GréBe des Km, Wertes und die fiir die Ruheatmung anzubringende 
Korrektur des K,,,,. -Bruttowertes zu untersuchen. Bei der myothermi- 
schen Versuchsanordnung wird die Warme der Ruheatmung nicht mit- 
gemessen; bei der manometrischen Anordnung wird sie jedoch mit- 
bestimmt, und dies spielt eine um so gréBere Rolle, je geringer die Reiz- 
frequenz ist. Diese soll aber zum Zweck vollstaindiger Sauerstoff- 
versorgung der innersten Muskelschichten bei Benutzung von 0.10 
bis 0,15 g schweren Sartorien nicht héher als 4 pro Minute sein. Nun 
steigt nach Feng? bei starker Dehnung des Sartorius die Ruheatmung 
betrachtlich, bei Belastung von 0,15 g schweren Sartorien mit 50. bis 
60 g wird die Ruheatmung ir seinen Versuchen um ein Mehrfaches 
gesteigert, eine leichte Erhéhung der Ruhewarme tritt schon bei 10 ¢ 
Belastung ein. Sucht man also die Anfangsspannung auf, bei der das 
Maximum an Spannung auf einen Einzelreiz hin entwickelt wird, so 
mu auch die Ruheatmung unter derselben Anfangsspannung bestimmt 
und in Abzug gebracht werden. Da nach Beendigung der Reizung die 
Atmung nicht sofort auf den Wert der Ruheatmung herabsinkt, ebenso 
wie sie auch nicht sofort auf das Tatigkeitsmaximum steigt, so ist der 
Extrasauerstoff der Nachperiode noch zu dem Extrasauerstoff der 
Tatigkeit hinzuzurechnen. Erst so erhalt man den reduzierten Kn, - 
Wert. : 
Methode. 

Alle Versuche fanden im Thermostaten bei 16° statt. Die Reiz- 
einrichtung und die Apparatur zur gleichzeitigen Bestimmung von Sauer 
stoffverbrauch und Spannungsleistung waren im Prinzip dieselben wie in 
einer vorhergehenden Arbeit*. Als Spannungshebel diente ein Halter aus 
Platin mit Platiniridiumfeder und aufgekittetem Spiegel, wie er von 
O. Meyerhof, W. Méhle und W. Schulz* beschrieben ist, jedoch war derselbe 
so modifiziert, daB er gestattete, nach SchlieBen der Manometerhahne, 
wahrend der Messung des Sauerstoffverbrauches die Anfangsspannung des 
Muskels_ beliebig zu andern und gleichzeitig zu registrieren. Schon Feng 
hatte eine solche Anderung der Ruhespannung durch Drehung eines ein- 
geschliffenen Stopfens im Manometergeféf bewerkstelligt. Wir benutzten 
aber nicht seine Anordnung, einen mit Glasring versehenen, seitlich ein 
gesetzten Stopfen zu drehen, sondern bedienten uns der aus Abb. | zu er- 
sehenden, aus Platin gefertigten Apparatur®. In den Hauptstopfen des 
zylindrischen GefaBes, das an einem Differentialmanometer sab, war wie 


1 O. Meyerhof u. W. Schulz, Pfliigers Arch. 217, 547, 1927; S. Ochoa, 
diese Zeitschr. 227, 116, 1930; Ch. L. Gemmill, ebenda 246, 319, 1932. 

2 J. of Physiol. 74, 441, 1932. 

3 Ch. L. Gemmill, diese Zeitschr. 246, 319, 1932. 

4 Diese Zeitschr. 246, 285, 1932. 

5 Nach Zeichnung von Herrn W. Schulz angefertigt von der Firma 
W.C. Heraeus, Hanau. 
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bisher der Platinhalter des Spannungshebels eingeschmolzen. AuBerdem 
war in diesen Stopfen ein kleinerer eingeschliffen, der ein eingeschmolzenes 
Schraubengewinde enthielt. Dieses Gewinde gestattete, den Muskel in genau 
meBbarer Weise zu spannen. Eine Umdrehung betrug 0,4 mm. Die 
Schraubenmutter, an der der Muskel, wie aus der Abbildung zu sehen, 
befestigt ist, erhalt eine geradlinige Fiihrung durch die nach oben gerichtete 
und den Platinhalter umfassende Gabel. War der Lichtzeiger zu Beginn 
eingestellt, so konnte die gewahlte Anfangsspannung an der Verschiebung 
der Nullstellung direkt abgelesen werden. An das Manometergefai® war 
seitlich eine in Abb. 1 nicht wiedergegebene Doppelretorte angeschmolzen, 
die in unseren Versuchen beiderseitig mit n NaOH gefiilllt wurde. Fiillung 
der Halften mit Citronenséure und Baryt gestattet nach dem von O. Meyerhoj 
und FO. Schmitt! angegebenen Verfahren, den respiratorischen Quotienten 
zu bestimmen. Die 0,1 bis 0,15 g schweren Sartorien befanden sich im 
ManometergefaB in 1,5 bis 2cem Ringerlésung (bzw. Lactat-Ringerlésung),. 
von der sie vollstandig bedeckt wurden. (Das ist fiir stundenlang anhaltende 
Arbeitsleistungen von groBer Wichtigkeit.) Das Manometer wurde in einer 
Warburgschen Schiittelvorrichtung geschiittelt. In die Thermostatenwand 
war ein Glasfenster eingekittet. Durch dieses fiel das Licht einer 8-Volt 
lampe mit Kondensor und Spalt durch die auf das Respirationsgefab 
gekittete Sammellinse von 1m Brennweite auf den Spiegel des Spannungs 
hebels, so daB der Spalt im Abstand von 1m vom Spiegel auf einem mit 
Millimeterpapier bespannten Schirm scharf abgebildet wurde. Alle 
5 Minuten wurde die Schiittelvorrichtung angehalten und der Ausschlag 
des Lichtzeigers gemessen. Daraus wurde die Gesamtspannung berechnet. 




















Abb. 1. 


Manometergefif zur Bestimmung von Sauersteffverbrauch und Spannungsentwicklung von 
Sartorien unter variablen und gemessenen Anfangsspannungen. Erklarung siehe Text. Die 
Metallteile sind aus Platin, das Isoliermaterial aus Glas. Das Volumen betrigt etwa 20 cem. 


Im allgemeinen wurde zunadchst die Ruheatmung des Muskels unter 
einer geringen Anfangsspannung bestimmt, dann 1 bis 2 Stunden bei 
derselben Anfangsspannung viermal pro Minute gereizt, wieder eine Ruhe- 
periode eingeschaltet und nach 1 bis 1'/, Stunden die Anfangsspannung 
erhéht, darauf wieder gereizt usw. Auf diese Weise wurden die Atmungs- 
gréBe bei Ruhe und Tatigkeit (Q, : Kubikmillimeter O, pro Gramm Feucht- 


vewicht und Stunde) wie auch die K -Werte unter verschiedener Anfangs- 
£ mi do 


1 Diese Zeitschr. 208, 445, 1929. 
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~pannung gemessen. Zum Vergleich mit anderen Versuchen sind die Ky, - 
Werte auf zwei Weisen berechnet. Fiir den Bruttowert ist der nur wihrend 
der Reizzeit gemessene Gesamtsauerstoffverbrauch ohne Abrechnung des 
Ruheumsatzes zugrunde gelegt, fiir die reduzierten Werte ist einmal der 
Ruheverbrauch abgezogen, andererseits aber der Extrasauerstoff. der 
nach Ablauf der Reizperiode noch aufgenommen wird, hinzugerechnet. 
In vielen Fallen, so bei vergifteten Sartorien, wo der Phosphagenumsatz 
am Reizende bestimmt werden soll, mu8 man sich mit dem Bruttowert 
begniigen, der meist erheblich kleiner als der reduzierte Wert ist. 

Der Verlauf eines solchen 12stiindigen Versuchs ist in Abb. 2 
abgebildet. Der Sauerstoffverbrauch ist in Kubikmillimeter Sauerstoff 
pro 15 Minuten, die Spannung in Kilogramm pro 15 Minuten wieder- 
gegeben. Tatsachlich ist in dem Bereich der Anfangsspannung von | bis 
30 g der reduzierte A, -Wert unverandert, wahrend die Ruheatmung 
schon bei 10g Anfangsspannung etwas steigt. Dasselbe ergibt sich 
in den weiteren Versuchen der Tabelle T. 
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Abb. 2 
Atmungsgeschwindigkeit und Spannungsentwicklung bei verschiedenen Anfangsspannungen 
in Ruhe und Tatigkeit. 11 stiindiger Versuch mit vier T&tigkeitsperioden (Versuch Nr. 1 
Tabelle I mit 2, 9, 25 und 35g Anfangsspannung.) 
Abszisse: Zeit in Stunden. 
Ordinate, oben: emm Sauerstoff pro 15 Minuten 
unten: kg Spannung pro 15 Minuten 

Dazwischen Anfangsspannung in g (nach unten gerechnet). 

Die Tatigkeitsperioden sind durch senkrechte Pfeile abgegrenzt. Die Unregelmabigkeiten 
in den MeBpunkten der Sauerstoffkurve sind durch Ablesefehler und Haken der Manometer- 
kapillare bedingt. Es ist infolgedessen eine g!latte Kurve so durch die Mefipunkte hindurch- 
gezogen, dal} die Flichenintegrale in den Kurvenabschnitten der Tatigkeitsperioden mit den 
gemessenen tibereinstimmen. 


Eine sehr betrichtliche Steigerung der Ruheatmung bis auf die 
Hohe des Tatigkeitsumsatzes findet durch Dehnung des Muskels mit 
etwa 50 g statt: hierbei wird die Ruheatmung etwa um das Fiinffache 
gesteigert (vgl. Versuch 2), wie es auch ahnlich von Feng beobachtet 
wurde. 
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Tabelle IA. 





Kn, -Werte normaler Sartorien bei verschiedener Anfangsspannung. 
2 
An- Muskel- Yauer der Versuchsperi 
Datum Muskel- | ona linge in sis ta “>. vine sigs Qo, 
Nr. ‘ gewicht | span- , am 
nung fiir jede —— nr a 
Anfangs- Reiz- | Nach- | Ruhe-—‘Reiz- _—‘Ruhe- 
1932 g Spannung periode periode periode periode periode 
la 20. X. 0,160 0 90 57,5 
b 2 40,7 60 15 240 
¢ 2 60 58,3 
d 16 43,5 60 15 240 
e 8 75 61.5 
f 25 46,25 120 15 243 
g 25 75 84 
h 35 48 75 — 215 
2a 21. X. 0,114 1 37,3 75 20 245 
b 1 60 72 
e 25 42.5 75 20 225 
d 17,5 60 107 
e 55 60 236 
f 0 60 (156) 
Ba 22. X.) 0,115 1 37 90 39 206 
b 1 55 89 
¢ 23 40,2 75 30 
d 23 45 189 
4a 25. X.. 0,145 1 38 90 30 186 
b 1 30 68 
¢ 20 42.6 90 30 196.5 
d 20 60 113 
e 40 47 75 15 243 
f 40 60 22 
5a 26. X.) 0,092 1 37 90 45 340 
b, 1 60 82,5 
¢ 25 43.5 60 30 268 
d 25 69 130 
e 11 41 60 15 60 139 
6a 27. XX.) 0,135 2 36 9) 60 237 
b 2 30 65 
¢ 11 39,5 99 45 244.5 
d 11 45 110 
7a 8 xX.) 0,162 — 36 60 68 
b 120 15 300 
¢ 75 48.5 
8a 14. X.. 0,122 - 35 120 15 290 
b 75 65,5 
9a =2.XT1.) 0,172 — 38 99 69 71 
b 90 15 350 
c 45 63 
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Tabelle IB. 


Berechnung der K,,,. -Werte. 





‘ Gesamt- Extrasauerstoff K . 10 
Spannungs- — sauerstoff der Geen wad = Anfangs- 
Nr. a Reizperiode Nachperiode neteateetind apanneng 
zy abso a 7 ower veduzierte 
me in mg) Bruttowert Wert 
lb 8,82 0,055 0,059 654 720 2 
d 8,76 0,055 0.049 690 760 16 
, 15,87 O11 0,098 665 750 25 
h 7,13 0,0615 557 - 35 
2a 1,2 0,0775 0.061 570 725 l 
e 4.8 0,045 0,0285 453 714 25 
3a 6, 0.0597 0.0275 460 859 1 
¢ 69 0.0575 0,024 510 (1220) 23 
ta 7,56 0.058 0,045 500 645 1 
e 6,48 0.061 0.0295 467 (969) 20 
e 3,90 0,063 0,013 (290) (140)) 40 
Da 9,96 0.064 0,055 525 610 l 
e 3,44 0.9353 0,022: 420 666 25 
e 2,73 0.0271 0,012 412 (930) 11 
ba 10,77 0,069 0,061 562 637 2 
c 10.1 0.071 0.044 560 900 11 
7b 27.3 0,143 0133 700 750 
Sa 18,77 0,098 0,078 656 820 
9b 18,0 0.0865 0,082 790 835 - 


In einer Reihe von Fallen wurde am symmetrischen Muskel die 
Ruheatmung gleichzeitig fiir viele Stunden gemessen, sie entspricht 
recht gut fiir dieselbe Anfangsspannung derjenigen im AnschluB an 
die Tatigkeit. Die Atmungssteigerung ist danach, trotz der direkten 
Reizung, im allgemeinen gut reversibel. In allen Fallen ist aber die Ruhe- 
atmung deutlich gréBer als bei véllig rein praparierten Sartorien, 
die in Ringerlésung flottieren. Zum groBen Teil liegt das an dem am 
Priparat noch befindlichen Knochenstiick und kleineren Muskelfetzen 
daran; dieses ist zur Fixierung des Muskels am Spannungshebel unent- 
behrlich, wenn die Fasern des Sartorius nicht selbst verletzt werden 
sollen. Es besitzt, wie mehrfache Kontrollen ergaben, im allgemeinen 
ein Gewicht von etwa 0,05 g oder 30 bis 50°, des Gewichts des Sartorius, 
und es hat in Verbindung mit den daran sitzenden Muskelfetzen die- 
selbe oder noch eine héhere AtmungsgréBe wie der intakte ungespannte 
Muskel. Da nun fiir die Rechnung nur das Gewicht des reinen Sartorius 
verwendet ist, ergibt sich auf diese Weise immer ein zu groBer Q-Wert. 
Weiterhin ist aber der Q,.-Wert des Muskels selbst noch etwas hoher 
als bei abgeschnittenem Muskel, weil die unvermeidliche Manipulation 
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bei der Befestigung am Spannungshebel die Atmung etwas steigert. 
Ferner ist die Atmung von Temporariamuskeln héher als die von 
Esculenten, und von kleinen Tieren gréBer als die von groBen, von 
Herbstfréschen gréBer als die von Winterfréschen. Alle diese Momente 
tragen dazu bei, hohe Qo,-Werte fiir die Ruhe zu ergeben. Sie betragen 
bei ganz rein praparierten Sartorien in unseren Versuchen 30 bis 
40cmm QO, (16°), bei unbelasteten aufgespannten Muskeln aber nach 
der angegebenen Berechnung 55 bis 75emm Q,. 
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Abb. 3. 
Beschriftung vgl. Abb. 2, Versuch Nr. 2, Tabelle 1. 
Der dritte Anstieg des Sauerstoffverbrauchs ist ohne Reizung durch die starke Dehnung de- 
Muskels (mit 55 g) bewirkt. 


Die in der Tabelle I angegebenen Anfangsspannungen gelten 
fiir den Beginn jeder Periode. Wahrend der Reizung sinkt diese Spannung 
infolge der zunehmenden Verlingerung des gedehnten Muskels ab. 
Der so verkleinerte Wert ist bei der folgenden Ruheperiode angegeben. 
Die Versuche 7 bis 9 sind in dem friiher beschriebenen GefiB ohne 
Messung der Anfangsspannung mit sehr geringer Dehnung angestellt. 


Die Versuche zeigen, daB bei Anfangsspannungen zwischen 2 und 
25g die gesamte Spannungsleistung wenig verindert ist, dagegen 
bei noch héheren Anfangsspannungen stark sinkt. Der Bruttowert des 
K,,,, sinkt mit zunehmender Spannung deutlich ab, was jedenfalls 
auf die Erhéhung der Ruheatmung zu beziehen ist. Doch ist dieses 
Absinken meist nicht so groB, wie zu erwarten ware, wenn innerhalb 
der Reizperiode die gesteigerte Ruheatmung in voller Héhe fortbestiinde. 
Bei diéser Annahme ergeben sich vielmehr 6fters unwahrscheinlich 
hohe reduzierte K,,, -Werte. Da fiir einen Q,, von 300 die zulassige 
Schichtdicke fiir ausreichende Sauerstoffdiffusion 1,5 mm ist, wahrend 
die gréBte Dicke eines 0,15 g schweren Sartorius nicht iiber 1 mm 
betrigt, kann unzureichende Sauerstoffversorgung hierfiir nicht ver- 
antwortlich sein. Es erscheint aber méglich, daB diese gesteigerte 
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tuheatmung im Verlauf der Erholungsoxydation verringert ist, etwa 
deshalb, weil dabei leicht oxydierbare Zwischenkérper verbraucht 
sind, die erst neu gebildet werden miiBten oder aus anderen Griinden 
die durch Dehnung bewirkte Atmungssteigerung nicht voll mit der 
durch Tatigkeit bewirkten summierbar ist. Eine soleche Verringerung 
der Ruheatmung diirfte aber bei den kleinsten Anfangsspannungen 
nicht vorkommen oder jedenfalls unbetrachtlich sein, zumal ja ein 
‘Teil der Ruheatmung iiberhaupt nicht auf den sich kontrahierenden 
Sartorius selbst zu beziehen ist. So ergeben einige Versuche mit einer 
Xeizfrequenz von 2 pro Minute etwa denselben reduzierten K,,, -Wert, 
so da der bei den niedersten Anfangsspannungen bestimmte reduzierte 
K,,,, -Wert derjenige ist, der mit einem von allen Fehlern  befreiten 





Abb. 4. 
Reschriftung vgl. Abb. 2. 
Versuch Nr. 7, Tabelle 1. 

Dem Sinken der Spannungen in 
der zweiten Stunde entspricht 
gut das Sinken des Sauerstoff- 
verbrauchs Die Messung er- 
folgte in dem Alteren Gefal 





von i0cem Volumen; die ein- 
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K,,,, am besten zu vergleichen ist. Stellt man diese Werte zusammen, 
so erhailt man 720, 725, 850, 645, 610, 637, 750, 820, 835 . 10°, im Mittel 
730. 108, wihrend das Mittel der entsprechenden Bruttowerte 600 . 10° 
ist. Der reduzierte Wert von 730. 10° ist recht betrachtlich gréBer 
als er sich aus den myothermischen Versuchen berechnet. Er wiirde 
einem A,,,-Wert von 4,9, einem Kj, -Wert von 9,8 entsprechen, wihrend 
der ebenso berechnete K,,-Wert von Hill 6 bis 6,5, der von Blaschko 
fiir Temporarienmuskeln derselben Herkunft bestimmte Aj, etwa 7 
bis 8 ist. (Als Minimalwert des wahren King. kénnte man das Mittel 
aus dem Brutto- und reduzierten Wert betrachten — 667 . 108. Dieser 
Wert ergibt sich ebenso als Mittel beider K,,, -Werte bei den héheren 
Anfangsspannungen. Er entsprache einem Ky, von 8,9.) Dieser hohe 


K,,,, -Wert ist nun aber im besten Einklang mit dem isometrischen 
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Koeffizienten der Milchsiure und dem Oxydationsquotienten. An 
Sartorien ergab sich bei schwacher Reizung ein K,,,-Wert von 
200 . 108 *; fiir totale Erschépfung der Muskeln in Ringerlésung 115 . 10°: 
fiir mittlere Ermiidung ergibt sich also etwa 150.108. Bei solchen 
Ermiidungsgraden ist aber der Oxydationsquotient 


total verschwundene Milchsaure 


. 
wt 


oxydierte Milchsaiure 
und in der Tat ergibt sich fir 


mg Milchsiure 780 


90 «150 
mg 02° o8 


t 
he 


Auch ist dieser K,,, -Wert etwa derselbe wie fiir Gastrocnemien, wo 
er zu 650 .10° bestimmt wurde. Auch dies ist im Einklang damit, 
daB die Kin - und K,,,- Werte fiir Gastrocnemien und Sartorien nahezu 
gleich sind, wahrend Hill den Ky, fiir Gastrocnemien etwa doppelt 
so groB fand wie fiir Sartorien. Diese Diskrepanz kann vorlaufig nicht 
befriedigend erklart werden; sie erweckt aber den Verdacht, daB die 
Arbeitsbedingungen bzw. die Bedingungen fiir oxydative Restitution 
fiir Sartorien auf der Thermosdule ungiinstiger sind als bei vélliger 
Umspiilung mit Ringerlésung. 

Bei den héheren Anfangsspannungen werden die Unterschiede 
zwischen dem K,,,, -Bruttowert und dem reduzierten Wert noch gréBer. 
Hier darf jedenfalls nicht mehr die ganze Ruheatmung, die bei gleichen 
Dehnungen gemessen ist, in Abzug gebracht werden, vielmehr diirfte 
der Mittelwert zwischen dem Brutto-K,,,. und dem reduzierten A 


MO, 
der Wahrheit am nachsten kommen. Er ergibt sich aus acht Versuchen 
fiir Anfangsspannungen von 10 bis 25g im Mittel zu 690.10® Um den 
Verdacht zu beseitigen, da doch noch, entgegen der Berechnung hin- 
langlicher Sauerstoffversorgung auf Grund der Muskeldimensionen, eine 
teilweise Anaerobiose bei der Arbeit eintritt, die dann fiir die Energie- 
lieferung mit zu beriicksichtigen ist, wurde nach AbschluB der tibrigen 
Versuche eine Serie von Arbeitsversuchen mit kleiner Anfangsspannung 
an Muskeln von Winterfréschen ausgefiihrt, die gleichzeitig auf Milch- 
siurebildung bzw. Phosphagenumsatz verarbeitet wurden. Die symmetri- 
schen Muskeln, die in gleicher Weise vorbereitet waren, dienten zur Be- 
stimmung der Ruhewerte. Fiir die Phosphagenverarbeitung geniigte 
ein Muskel, fiir die Milchsiurebestimmung wurden je zwei Muskeln 
gemeinsam verarbeitet. In zwei derartigen Versuchen ergab sich, dah 


* O. Meyerhof, W. Méhle u. W. Schulz, diese Zeitschr. 246, 281, 1932. 
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der Phosphagengehalt nach 2'/,- bis 3stiindiger Reizung und einem 
reduzierten K,,,. von 8380 bzw. 960 unverandert war. In drei Doppel- 


versuchen fiir Milchsdureverarbeitung ergab sich eine geringfiigige 


Zunahme des Milchsaéuregehaltes. Diese war aber nur so groB, daB in 
den drei Versuchen 1, 5 und 6°, der Energie der Arbeitsleistung aus 
der Milchséurebildung herriihren konnte, wenn man auf Grund des 
Oxydationsquotienten 0,45 mg Milchsiure aquivalent setzt 0,1 mg 
Sauerstoff. Die jeweilige Zunahme der Milchséure betrug namlich in 
den 2!/,- bis 3stiindigen Tatigkeitsperioden von je zwei Versuchs. 
muskeln 0,019, 0,061 und 0,064 mg, bei entsprechendem Sauerstoff. 
verbrauch von 0,394, 0,293 und 0,252 mg. Dabei schwankte der Rang - 
Bruttowert fiir die sechs Versuchsmuskeln zwischen 700. 10° und 
860.108 Der reduzierte Wert war hier etwa derselbe, weil bei der 
viel geringeren Ruheatmung der Winterfrésche der gesamte Extra- 
sauerstoff nur wenig gréBer war als der waihrend der Reizperiode ver- 
brauchte Gesamtsauerstoff. Die Muskeln wogen zwischen 0,20 und 
0,13 g. Bei Muskeln iiber 0,2 g konnte dagegen unter gleichen Versuchs- 
bedingungen eine deutliche Milchséurebildung auftreten, was nicht 
verwunderlich ist. Damit wird die Zuriickfiihrung der Resultate auf 
teilweise Anaerobiose ausgeschlossen. 


2. Isometrischer Koeffizient der Jodessigsiuremuskeln. 


Die gleiche Versuchsanordnung diente fiir jodessigsiurevergiftete 
Muskeln. Es ist, wie schon oben erwahnt, hierfiir Bedingung, daB es 
nicht zu einem bilanzmaBigen Zerfall der Kreatinphosphorsaure kommt, 
weil sonst ein Teil der Energie aus dieser zusitzlichen Spaltung stammen 
wirde. Auf der anderen Seite soll aber auch kein erhéhter Sauerstoff- 
verbrauch in der Restitutionsperiode eintreten, der nicht mit der 
Resynthese von Kreatinphosphorsiure verkniipft ist, vielmehr soll 
der Muskel auch nach der Vergiftung sich in einem stationéren Zustand 
befinden. 


In den bisher in ahnlicher Richtung unternommenen Versuchen 
sind die genannten Bedingungen nicht erfiillt gewesen. Es ist zuerst 
von Lundsgaard in diesem Institut gezeigt worden', da unter Um- 
standen ein komplett mit Jodessigsiure vergifteter Sartorius in Sauer- 
stoff eine erheblich gréBere Spannung in Kilogramm leisten kann als 
anaerob, so daB die Oxydation hier zweifellos teilweise eine Resynthese 
der Kreatinphosphorsiure bewirkt hat. DaB die Restitution aber nur 
unvollstandig war, ergab sich auBer aus der schweren Reproduzierbarkeit 
der Versuche aus der immer noch deutlichen Abnahme des Kreatin- 


1 Diese Zeitschr. 227. 51, 1930. 
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phosphorsauregehalts und der meist noch recht beschrankten Arbeits- 
fahigkeit in Sauerstoff. Ahnliche Erfahrungen machten Hill und Mit- 
arbeiter', die versuchten, die Oxydationswirme hierbei zu messen. 
Diese Oxydationswirme war im allgemeinen nicht mit einer echten 
Restitution des Muskels verbunden, nur in seltenen Fallen bei Tem- 
porarienmuskeln ergaben sich Anzeichen einer solchen Restitution. 
Niemals war in den daraufhin unternommenen Versuchen eine Synthese 
der Kreatinphosphorsiure im AnschluB8 an tetanische Reizung méglich 
gewesen. Infolgedessen kénnen auch die Versuche von Wright (bei 
Fenn”), wo der Sauerstoffverbrauch jodessigsiurevergifteter Muskeln 
nach einem 5-Sekunden-Tetanus bestimmt ist, keine brauchbaren 
Zeitkoeffizienten des Sauerstoffs (K.,. ) ergeben; denn diese haben 
einen eindeutigen Sinn nur bei vollstindiger Resynthese der Spalt- 
produkte. 

O. Meyerhof und E. Boyland® fanden eine auffallig giinstige Wirkung 
des Lactats auf die Oxydation eines jodessigsiurevergifteten Muskels. 
Der respiratorische Quotient, der im vergifteten Muskel] auf 0,75 sank, 
stieg bei Lactatzusatz auf 0,95, die AtmungsgréBe aufs Zwei- bis Drei- 
fache. Da8 schlieBlich die Arbeitsleistung in Sauerstoff unter Zusatz 
von Lactat betrichtlich zunahm, wurde von Mawson* (bei Ritchie) 
festgestellt. Er erhielt bei Zusatz von d-Lactat erheblich langere 
Zuckungsserien als ohne dasselbe, wobei ein Teil des Lactats oxydiert 
wurde. 

Einen ahnlich giinstigen EinfluB8 des Lactats fand neuerdings 
Feng bei jodessigsiurevergifteten Froschnerven in Sauerstoff?. 


Fiir unsere Versuche haben wir die vorstehend geschilderten 
Erfahrungen benutzt. Bei Esculentenmuskeln gelang es trotz dieser 
ginstigen Einwirkung des Lactats auf die Gesamtspannungsleistung 
nur selten, in Sauerstoff das Vielfache an Spannungsentwicklung wie 
anaerob zu erhalten, wohl aber mit Temporariamuskeln. Diese zeigen 
schon ohne Lactatzusatz eine gréBere aerobe Spannungsleistung als 
die von Esculenten. Mit Zusatz von Lactat kann die Arbeitsfahigkeit 
bei vier Reizen pro Minute iiber sechs und mehr Stunden erhalten 
bleiben. Dabei bleibt der Phosphagengehalt fast konstant, ja er steigt 
Ofters in den ersten 2 Stunden der Tatigkeit noch etwas an, geht dann 
wieder zuriick und ist am Schlu8 nur wenig niedriger als zu Beginn. 


' Cattell, Feng, Hartree, Hill u. Parkinson, Proc. Roy. Soc. B, 108, 
279, 1931. 

2 C.J. Wright, J. Cell. and Comp. Physiol. 1, 225, 1932. 

3 Diese Zeitschr. 237, 406, 1931. 

4 C. A. Mawson, J. of Physiol. 75, 201, 1932. 

5 Ebenda 76, 477, 1932. 
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Austiihrung der Versuche. 

Fir die ersten Versuche diente racemisches Lithium-Lactat, 
spiter d-Lactat, das im Institut aus Kaninchenmuskelbrei dargestellt 
war. Fiir die Vergiftung und das Einhangen der Muskeln in Lactat- 
lésung folgten wir den Angaben von Mawson, wonach der Muskel 
zunaichst mit reiner Lactatlésung getrinkt und dann in lactathaltige 
Jodessigsiurelésung tberfiihrt wird. Danach kommen die Muskeln 
wieder |, Stunde in reine Lactat-Ringerlésung mit Phosphatzusatz 
und schlieBlich in die AtmungsgefiBe. Bei Versuchen ohne Lactat 
war die Behandlung entsprechend. Fiir die Versuche im Juli und August 
war die Vergiftungszeit 1 Stunde, die Jodessigsiurekonzentration 
1: 25000; im Oktober 75 Minuten Vergiftung, Konzentration 1 : 20000; 
im November 90 Minuten Vergiftung, Konzentration 1: 15000. Diese 
Konzentrationen reichen, wie die in jedem Monat ausgefiihrten Kon- 
trollen fiir die Milchsiurebildung ergeben, jeweils gerade aus, um die 
nicht in Lactat suspendierten Muskeln ,,alactacidisch’* zu machen. 
Das Einhangen in Lactatlésung schwicht aber die Vergiftung ab, was 
sich daraus ergibt, daB haufig, wenn auch nicht immer, von zwei genau 
gleich mit Jodessigsiure vergifteten Muskeln, die anaerob bis zur 
Starre gereizt werden, der mit Lactat behandelte eine gréBere Spannungs- 
leistung vollbringen kann als der ohne Lactat behandelte. 

In sieben solchen Vergleichsversuchen in Stickstoff, 90 Minuten 
Vergiftung mit 1: 15000 Jodessigsiure, war die Gesamtspannungs- 
leistung bis zur Starre ohne Lactat in allen Fallen etwa 15 bis 17 kg 
pro Gramm Muskel; mit Lactat war dies viermal ebenfalls der Fall, 
dreimal aber ergaben sich 25,4, 32, 63 kg. Der letztere Wert spricht 
mit Sicherheit fiir Milchsiurebildung. In einer Serie von sechs weiteren 
Versuchen, die gleichzeitig und mit gleicher Vergiftung angestellt 
waren, wurde der Milchséiuregehalt von Muskel und Lésung vor und 
nach der Reizung bei der angegebenen Vergiftung unter Zusatz von 
Lactat verglichen. Von diesen sechs Versuchen blieb dreimal der Milch- 
siuregehalt vollstindig unverandert, bei Spannungsleistungen von 
ebenfalls etwa 15 kg pro Gramm. Einmal ergab sich eine geringe Zu- 
bildung von Milchséure von 0,03°,, bezogen auf das Muskelgewicht, 
und zweimal eine deutliche Milchsiurezubildung von 0,1°,. Bei einer 
Vergiftung von 1: 12000 Jodessigsiure war es aber schon nicht mehr 
méglich, die oxydative Leistungsfahigkeit des Muskels mehrere Stunden 
zu erhalten. Da nun bei der Vergiftung mit 1: 15900 fiir 90 Minuten 
die oxydative Arbeit in allen Fallen das Vielfache der durch einmaligen 
Phosphagenzerfall zu erzielenden betrigt, darf angenommen werden, 
daB auch dann, wenn die intermediire Milchsiurebildung vollstandig 
gehemmt ist, die oxydative Resynthese der Kreatinphosphorsaure 
noch erhalten geblieben ist. 
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A. Esculentamuskeln. 


Als Vorversuche mégen die in Tabelle I] wiedergegebenen Versuche 
mit Esculentamuskeln dienen. In allen diesen Fallen ergibt sich der 
scheinbare K,,-Wert ganz betrachtlich zu hoch.  Gleichzeitig zeigt 
die geringe Spannungsleistung und die geringfiigige Steigerung des 
Sauerstoffverbrauchs gegemiiber den Ruhemuskeln, daB die oxydative 
Restitution der Kreatinphosphorsiure unvollstindig gewesen ist und 
daB die zusitzliche Energie aus anaerobem Zerfall geleistet worden ist. 
Ubrigens sind hier auch die K,,,, -Werte fiir normale Muskeln (Versuch 1 
und 2) etwas zu groB. In diesen Versuchen, die zu Beginn unserer Arbeit 
ausgefiihrt wurden, war vermutlich die Kohlenséiureabsorption aus dem 
Gasraum verzégert. Das veranlaBte uns, die angeschmolzene, zur 
Aufnahme der Kalilauge dienende Retorte zu erweitern. Daraufhin 
angestellte Kontrollmessungen ergaben, daB nunmehr 100 cmm CO, 
in 20 Minuten vollstaindig absorbiert wurden, das Mehrfache der in der 
Tatigkeitsperiode entstehenden Menge. 


Tabelle 11. 


Scheinbarer Ky, bei jodessigsiurevergifteten Esculentamuskeln. 
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B. Temporariamuskeln 

Die erste mit Temporariamuskeln ausgefiihrte Versuchsreihe litt 
vermutlich an demselben Ubelstand und ist deshalb im folgenden 
nicht wiedergegeben. Jmmerhin zeigte sich bereits hier, daB es gelang, 
die Bedingungen bis etwa 6 Stunden stationar zu halten, wobei bis 
200 kg Spannung pro Gramm produziert wurden, d. h. das Sechs- bis 
Achtfache der anaeroben Gesamtspannung, und da hierbei der Phos- 
phagengehalt nur geringfiigig abnahm. Der K,,,. stimmte mit dem 
normaler Muskeln iiberein. 


Unter gleichzeitiger Bestimmung der Anfangsspannung wurde 
dann mit dem GefaiB Abb. 1 im Oktober und November eine weitere 
Versuchsreihe angestellt, die in Tabelle III wiedergegeben ist. Die 
absolute Atmungsgr6Be nach der Reizung (Qo) ist. wie man sieht, 
dieselbe wie bei normalen Muskeln. Die Spannungsleistung betriigt 
fiir’ Versuche, die fiir mehrere Stunden fortgesetzt sind, mehr als 100 kg 
pro Gramm, und der Phosphagengehalt bleibt gleich oder nimmt nur 
ganz geringfiigig ab. Der Bruttowert des K,,,. ist deutlich kleiner 
als bei unvergifteten Muskeln. Dies rithrt aber jedenfalls von der 
groBeren Ruheatmung her. Denn durch Lactatzusatz steigt bei ver- 
gifteten Muskeln die Ruheatmung eher noch stiarker als bei normalen. 
Sie betrug in zwei derartigen Versuchen 132 und 116 emm O, pro Gramm 
und Stunde. Zieht man den Mittelwert von 124cmm ab, so erhilt 
man die in Klammern angegebenen reduzierten Ky, -Werte. Diese 
sind zwar nicht ganz genau, weil die Ruheatmung ja nicht fiir denselben 
Versuch bestimmt ist und weil ferner der nachgeatmete Extrasauerstoff 


Tabelle L111 A. 


Kno, -Werte jodessigsaurevergifteter Temporariamuskeln. 





; eee Ps 4 /Muskel- Muskel- Reiz- Nach- Ruhe- Q, D2 Anfangs- 
Nr. per =i sew icht linge dauer periode| zeit ron spannung 
-dauer | Tatig- Ruhe 
1932 | g mm Min. Min. | Min.  keit rt 
la 13. X. “S 0100 33 120. 5 460 
b gl 60 153 _ 
c* | “5 120 — 
2 |15 Xx.) SS 0104) 34 135 — 355 
3 BEL. 2. 0,152 36 120 - - 248 10 
4 2X. } 6 0110 41 105 — | 314 11 
5 S. XI. aS 0,135 38 75 — — 257 7.5 
6 4. XI. Sin | 0,157 | 35.5 180 _- 283 9 
7 5. X10. ~~ 0166 42 90 _— _ 283 20 
8 | 6 XI. Pm 0,140 | 42.5 75 — --- mee i}. 18 
9 , 7. XI. 0,129 38,5 135 242 9 
* Zweimal pro Minute gereizt. 
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Tabelle 111 B. 





Extra- 


Spannun Gesamt-  cauerstoff Phosphagen- 
Spi Mies a, nat a » Sauers , ; <%e r 
quvniaaon Spannungs- Sauerstof! Vo paig- K,,, Reduzierter Sehalt in mg 
N : ® entwicklung in Reiz- “ae 2 , P.O; pro g 
in kg inkg prog _ periode und Nach- | Brutto- mo a“ ear 
absolut € prog periode wert 2 
mg mg | vorher nachher 


la 20,31 | 266 | 0,133 0,095 504 704 












































€ 6,825 | | 0.061 0,035 343 603 213 | 1,675 
2 22.56 217 0,172 445 (700) 1.81 1,75 
3 11,8 78 0,101 470 (940) 1.76 | 1,475 
4 971 88 0,0865 460 (760) 2.42 2.41 
5 4,59 34 0,062 282 (550) 1.835 | 1.975 
6 19,5 124 0,199 400 (712) 1.94 2.03 
7 7.11 43 0,190 298 (526) 1.68 1,68 
8 4.89 35 0,0685 304 (550) 159 1,67 
9 7,98 62 0,109 308 (630) - — 
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Abb. 5. 
Beschriftung vgl. Abb. 2. Jodessigsiurevergifteter Muskel, vgl. Versuch I, Tabelle III. 
In der zweiten Periode ist nur zweimal pro Minute gereizt, der Versuch ist am Ende der 
zweiten Reizperiode abgebrochen. Ob die Atmung am Sehluf der Periode bei gesunkener 
Spannungsleistung wieder ansteigt, ist bei den Schwankungen der einzelnen Werte nicht sicher. 


fehlt, sie diirften aber den wahren Koeffizienten wohl recht nahe kommen. 
Der Mittelwert ist fast derselbe wie der reduzierte K,,,. -Wert fiir die 
gleiche Anfangsspannung in normalen Muskeln; er stimmt auch mit 
dem direkt gefundenen Wert eines Jodessigsiureversuchs (Tabelle IIT, 
Versuch 1) iiberein, wo die Ruheatmung und die Tatigkeitsatmung 
fiir zwei Reizfrequenzen bestimmt ist. Spaiterhin wurde von der Messung 
der Ruheatmung abgesehen, weil es hierbei 6fters zu einem Phosphagen- 
zerfall kommt, der dann filschlich auf die Reizperiode bezogen werden 
konnte, falls der Versuch nicht nach Beendigung der Reizung ab- 
gebrochen wird. Wir diirfen also wohl schlieBen, daB der reduzierte 


K,,,,-Wert nahezu der gleiche ist wie der von unvergifteten Muskeln. 
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Setzt man auf Grund der myothermischen Versuche den Warme- 
koeffizienten A,, vergifteter und normaler Muskeln als gleich voraus, 
so folgt aus dem obigen Resultat, daB auch die Erholungsperiode 
jodessigsiurevergifteter Muskeln (mit Lactatzusatz) nahezu den nor- 
malen Wirkungsgra,l besitzt. Dabei diirfte, mindestens in einem groBen 
Teil der Fille, die intermediire Milchsiurebildung vollstiindig gehemmt 
gewesen sein. Bei Lactatzusatz steigt, wie friiher gezeigt!, der respira- 
torische Quotient der vergifteten Muskeln von 0,75 auf 0,95. Die 
Oxydation des Lactats verbessert danach die Bedingungen fiir die 
Resynthese der Kreatinphosphorsaure. Unter diesen Umstanden 
bleibt, wie die Werte fiir das direkt bestimmbare Phosphat zeigen, 
die zusitzliche Veresterung des freikommenden Phosphats aus. Diese 
Veresterung bildet aber sonst jedenfalls den Hauptgrund dafiir, daB die 
oxydative Resynthese des Phosphagens unvollkommen bleibt, da das 
inzwischen zu Hexosephosphat gebundene anorganische Phosphat 
nicht mehr fiir die Synthese zur Verfiigung steht. Auf diese Weise 
gleicht offenbar der lactathaltige jodessigsiurevergiftete Skelettmuskel 
weitgehend dem jodessigsiurevergifteten Herzmuskel des Frosches, 
der nach Clark, Eggleton und Eggleton? schon ohne Lactatzusatz befihigt 
ist, in Sauerstoff beliebig lange zu schlagen und sogar sich nach einem 
durch Stickstoff hervorgerufenen Stillstand zu erholen. Beim Herzen 
beruht ein solches Ausbleiben stirkerer Veresterung wahrscheinlich 
schon allein darauf, daB die anaerob zum Zerfall kommende Phos- 
phagenmenge auBerordentlich gering ist, so daB tiberhaupt keine 
wesentliche Verdinderung des gesamten anorganischen Phosphats 
durch das Verschwinden dieser Menge herbeigefiihrt werden kénnte. 
Ob auch die Abschwaichung der Vergiftung des Skelettmuskels durch 
Lactat unter anaeroben Bedingungen auf die gleiche Ursache zuriick- 
zufiihren ist, bedarf noch einer gesonderten Priifung. Hier sollte nur 
gezeigt werden, daB sich auch im Skelettmuskel in Sauerstoff ein 
stationirer Zustand erzielen laBt, bei dem ohne intermediire Milchsiure- 
bildung, aber bei gleichzeitiger Milchsiureoxydation der oxydative 
Wirkungsgrad normal ist. 

Es ist aber fiir alle Arbeiten mit Halogenessigsiurevergiftung 
nétig, sorgfaltig zu priifen, ob unter den jeweiligen Versuchsbedingungen 
wirklich die Milchsiurebildung ausgeschlossen war. Diese sorgfiltige 
Priifung vermiBt man in der groBen an die Lundsgaardsche Entdeckung 
anschlieBenden Literatur; insbesondere muB eine etwa noch bestehende 
Milchsiurezunahme mit der jeweils noch geleisteten Arbeit quantitativ 
verglichen werden. Jedenfalls ist es nur in einem sehr schmalen Intervall 


1 Diese Zeitschr. 237, 406, 1931. 
2 J. of Physiol. 75, 332, 1932. 
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moéglich, eine solche komplette Vergiftung mit Reversibilitat zu ver- 
einigen. Wahrscheinlich gelingt es tiberhaupt nicht, in simtlichen 
Versuchen dieser Art beide Bedingungen gleichzeitig zu erfiillen, 
sondern nur in einer mehr oder minder groBen Anzahl derselben. 
Dies mu bei allen SchluBfolgerungen im Auge behalten werden. 


Zusammenfassung. 

1. Der isometrische Koeffizient des Sauerstoffs (A, ) fiir Einzel- 
zuckungen normaler Sartorien ergibt sich unreduziert, d. h. bezogen 
auf den Gesamtsauerstoff der Tiatigkeitsperiode im Mittel zu 600 . 108; 
reduziert, d. h. bezogen auf den Extrasauerstoff von Reiz- und Nach- 
periode zu 730.108 Bei gréBerer Anfangsspannung sinkt infolge 
Erhéhung der Ruheatmung der unreduzierte Wert stark ab, der redu- 
zierte steigt dagegen an, offenbar, weil die auf die Dehnung zu beziehende 
Steigerung der Ruheatmung wahrend der Erholungsoxydation in der 
Tatigkeitsperiode geringer ist. Das Mittel zwischen dem unreduzierten 
und reduzierten Wert, das hier wahrscheinlich am ehesten als der wahre 
K,,,. anzusehen ist, betragt 690 . 108. Kin K,,,,. von etwa 700. 106 
entspricht einem isometrischen Warmekoeffizienten fiir die Gesamtwirme 
in Sauerstoff (initiale + verzégerte Warme) Ky, von 4,7 und einem 
Koeffizienten fiir initiale Warme Kj, von 9,4. 

2. Unter stationiren Bedingungen ergibt sich fiir jodessigsaure- 
vergiftete Muskeln in d-Lactatlésung ein unreduzierter (Brutto-)K,,, 
der kleiner ist als fiir normale Muskeln, namlich 300 bis 500. 10°, 
was mit der hohen Ruheatmung in Lactatlésung zusammenhiangt. 
Berechnet man wieder den reduzierten Wert, so erhalt man im Mittel 
668 . 10°, etwa dasselbe wie im unvergifteten Muskel. Da die initiale 
Warme auch der normalen entspricht, muB danach die Erholungs- 
oxydation bei Abwesenheit intermedidrer Milchsiurebildung mit an- 
genihert dem normalen Nutzeffekt verlaufen. Die Bedingungen totaler 
Vergiftung und reversiblen Verlaufs (d. h. vollstandige Hemmung der 
intermediaren Milchsdiurebildung und_ vollstaéndige Resynthese der 
Kreatinphosphorsaure in Sauerstoff) lassen sich nur in einem schmalen 
Vergiftungsintervall und auch dann nur in einem Teil der Versuche 
gleichzeitig verwirklichen. 
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Untersuchungen iiber die Bindung der Biokolloide. 


XV. Mitteilung: 


Eiwei8 und Nuclein sowie dessen Abbauprodukte. 
Von 
St. J. v. Przylecki und M. Z. Grynberg. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 
(Eingegangen am 9. Dezember 1932.) 


Mit | Abbildung im Text. 


v. Przylecki' schreibt in seinen theoretischen Betrachtungen tiber 
die Bindung von EiweiBkérpern mit anderen Substanzen den an- 
wesenden positiven und negativen Gruppen, ihrer Anzahl, ihrem Ver- 
haltnis zueinander, ihrer Starke und Lagerung groBen EinfluB auf die 
Bindung zu. 

Wir wollen in diesem Teil diese Annahme durch Untersuchungen 
liber die Bindung von verschiedenen EiweiBkorpern mit Nucleinsaure, 
den Nucleotiden sowie dem Nuclein, bestatigen. Gleichzeitig wird eine 
Analyse der bindenden Krafte durchgefiihrt. 


Methodik. 


Es wurde die gew6hnliche Technik der Bindung an koaguliertes Eiweils 
angewandt. Das Serumglobulin wurde nach Hammarsten bereitet. |g 
Globulin wurde in 20cem H,O suspendiert und durch Erhitzen wiihrend 
5 bis 8 Minuten auf dem Wasserbad bei py 5,8 koaguliert. 

Als Gelatine wurde das von ,,Coignet Pére et Fils**, Paris, gelieferte 
Praparat ,,Extra fein’ entweder in 3°,iger Lésung bei 40° oder als 10° iges 
Gel bei niedrigen Temperaturen gebraucht. 

Das Casein (léslich) stammte von JWerck. Es wurde eine Suspension 
von 2¢ Casein in 40 ccm Lésung bereitet. 

Die Thymusnucleinséure und die Mononucleotide wurden in unserem 
Institut von Dozent Dr. Dmochowski bereitet: das Hefepolynucleotid 
stammte von Béhringer oder Merck und das Nuclein von Dr. G. Gribler. 


1 St. J.v. Przylecki, diese Zeitschr. 255, 393, 1932. 
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Die Bindung der Nucleotide wurde durch Phosphor- oder Stickstoft- 
bestimmung berechnet; diejenige von Nuclein gleichzeitig durch P- wie 
durch N-Bestimmung. Somit konnte das Problem, ob bei der Nuclein- 
bindung durch verschiedene EiweiBk6érper eine Zersetzung des Nucleins 
erfolgt oder nicht, teilweise gelést werden. 

Das pu wurde durch Zusatz von n/l0 HCl oder NaOH eingestellt 
und potentiometrisch bestimmt. Alle Zahlen sind Mittelwerte von vier bis 
sechs Versuchen. In einigen Versuchen wurden Salze wie NagSO,, MgCl. 
CaCl, oder NaCl eingefiihrt. Die Salze waren alle ,,chemisch reinst‘‘. Gleich- 
zeitig wurden Vergleichsversuche ohne Salze ausgefiihrt. 

Um die Zahl der NH,-Gruppen zu vermindern, wurde zum EiweiB 
Formol in solchen Mengen, um 0,5 oder 1,0°%,ige Lésung zu erhalten, 
zugesetzt. Das System wurde 24 Stunden stehengelassen, dann koagu- 
liert, gewaschen und wie gewoéhnlich zur Untersuchung angewandt. 
Ein Parallelversuch wurde stets mit demselben EiweiB ohne Formalin- 
zusatz ausgefiihrt. 


Ergebnisse. 
I. Systeme mit Casein. 


Es wurden Versuche, wo zu 2g Casein 40 cem einer 0,1 ° igen Lésung 
von Polynucleotid, Guanylsiure, Adenylsiure oder Adenosin zugesetzt 
wurden, ausgefiihrt. Die Tabelle 1, die die Mittelwerte angibt, zeigt, daB: 
lL. die Bindung der Nucleinsaéure nur unterhalb des I. P. von Casein erfolgt. 
Bei pu 3,6 werden 62°,, bei px 4,3 noch 12°, gebunden. Bei py 2,0, 4,6 
und 5,2 konnte keine Bindung nachgewiesen werden. 2. Sehr aholiche 
Ergebnisse wurden mit der Guanylséure erhalten. Bei py 2.0 werden 25°,,, 
bei pu 3,6 54% und bei px 4,3 noch 14°, gebunden. 3. Ein viel breiterer 
pu-Bereich der Bindung wurde bei der Adenylsiiure beobachtet. Bei py 2.0 
und 3,6 wurden 7°, bei pu 4,6 und 5,2 26°, des anwesenden Mononucleotids 
gebunden. Bei pu 5,9 konnte schon keine Bindung mehr nachgewiesen 
werden. 4. Bei allen untersuchten Wasserstoffionenkonzentrationen wurde 
eine gleiche Bindung zwischen Casein und Adenosin nachgewiesen. Sie 
betragt 20°.. Die Versuche mit Casein sind mit einem groBen Fehler 
behaftet, da die Kontrolle (Casein +- H,O) nach der Hydrolyse viel (mit 
der angewandten Methodik nachweisbaren) Phosphor enthielt. 

In 40cem wurden 0,20 bis 0,26mg P,O; (von pu abhingig) fest- 
gestellt. Das zugesetzte Nucleotid gab aber 0,42 mg. 


Tabelle I. 


Bindung mit Caseingel. 





0.1/9 Nucleinsdiure 0,1°/, Guanylsiure 0,19) Adenylsiiure 0,2°/, Adenosin 


Pu Gebundene Menge in °/, 

2.0 _ 25 7 — 

3,6 62 54 7 20,7 
43 12 14 24 21.2 
46 0 0 26 24,2 
5.2 0 0 26 20,0 
5.9 0 0 0 _— 
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Il. Systeme mit Globulin. 


In diesen Systemen wurde | g Globulin in 40 cem Lésung angewandt. 
Die erhaltenen Resultate, die in der Tabelle IL zusammengestellt sind, 
zeigen, dab: 1. die Bindung zwischen dem Nuclein und Globulin nur bei 
pu 3,0 (56°,) und 5,9 (22,5°,,) erfolgt. Bei pu 7,3 erfolgt keine Bindung. 
2. Die Bindung zwischen Globulin und Nucleinsiiure konnte nur bei py 3,0 
(3,7) nachgewiesen werden. Bei py 5,9 wurde keine Bindung mehr beobachtet. 

Einen sehr interessanten Einflu®B auf die Bindungsfaihigkeit iiben die 
zugesetzten Salze aus. 


Tabelle 11. 


Bindung mit Globulin. 





0.1°%>) Nuclein 01°, Hefenucleinsiure 
PH = et a ee es 
Gebundene Menge in 9/5 
3,0 56 37 
5,9 22.5 0 
73 0 —2 


Die Tabelle Ill, in der die Wirkung von NaCl, Na,SO, und MgCl, 
auf die Bindung Globulin — Nucleinsiure bei pq 7,3 angegeben ist, zeigt, 
daB bei px 7.3, bei welchem bei Salzabwesenheit iiberhaupt keine Bindung 
erfolgt (pu 7,3), die Salze eine starke Bindung hervorrufen. Besonders 
groB ist der EinfluB von MgCl,. Bei derselben Konzentration von Na SO, 
und MgCl, wurden 17,0 bzw. 30,6°,, gebunden. 

In diesem wie in allen weiteren Fallen war die Korrektur fiir P gering 
(kleiner als 10°,, des P der Lésung). 


Tabelle Ill. v— Jyaloummn mit Thy rus PINSOU! 
—— on » Aefenucemsaure 
EinfluB von Salzen auf die Bindung yw , Cm Geloine =—* of 
‘ . . 3 » . “ : m= Gobulin - "9 
von Globulin mit 0,1°, Nuclein bei % \ oma: (ipnaiy " 


pu 7,3. 





Gebundene Menge 


Salz Molaritit , 
in 
— 2 ”" 
NaCl 0,1 22.4 
Nay SO, 0.025 17,0 47 
MgCl, 0,025 30.6 i 


III. Systeme mit Gelatine. 


Zu 20cem 10° igem Gelatinegel 
(24 Stunden nach dem Gelieren unter- 
sucht) wurden 20cem = verschiedener pe oe 
Lésungen zugesetzt. 





Die in der Tabelle TV angegebenen 
Zahlen zeigen, daB: 1. das Glutin 
noch bei py 7.3 eine Bindung mit der Nucleimsaure eingeht. Die Bindungs 
kurve zeigt (Abb. 1), daB die gréBte Bindung beim py < I. P. erfolgt 
(beim pr 3.0—66°,). Bel pu 4.7 werden 47,5"... bei py 5.9 37,5°,, und bei 


Abb. 1. 
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pu 7.3 noch 25°, des anwesenden Polynucleotids gebunden. 2. Auch die 
Bindung mit dem Nuclein ist bei py 7,3 sehr groB (35°,,), und zwar zeigt der 
Vergleich des gebundenen Stickstoffs und Phosphors, daB das ganze Nuclein 
gebunden wird. 3. Auch die Adenylsiure wird bei pu, die weit oberhalb 
des I. P. von Glutin liegen, an das EiweiB gebunden. Bei py 7,3 werden 
noch 25,8°, gebunden. 4. Die Bindung von Glutin und Guanylsaure ist 
bei pu 3,0 ziemlich groB (20°,). Bei anderen py ist sie ganz gering (— 5 
bis 7°,). Auch in denjenigen Versuchen, wo eine 3°,ige Glutinlésung bei 
40° angewandt wurde. konnte eine Bindung mit Nucleinsaéure sowohl bei 
pu 3.0 (12°) als auch bei py 7,3 (6,5°,) nachgewiesen werden (Tabelle V). 
Diese Versuche wurden mittels Ultrafiltration ausgefiihrt. 


Tabelle IV. 


Bindung mit Gelatinegel. 





s 0,1 °'9 01%, 0.1% 
0,1 °/o Nuclein Nueleinsiure Adenylsiure Guanylsiure 
PH N P 


Gebundene Menge in °/» 


3,0 52.6 51,8 - 66 26.6 20 
4,7 47 46,2 47,5 26,0 78 
59 i a 37,5 27,0 5,5 
7,3 35,6 34,2 25 25,8 5,0 


Tabelle V. 


Bindung von 3°,, Glutinsol mit 0,05°,, Nucleinsaure. 





PH Gebundene Menge in °/, Mittelwert in © » 
3,0 10,6 — 12,9 12 
7.3 45— 7.0 6.5 


IV. Systeme mit Ovalbuniin. 


‘Wir geben in diesem Teil nur die Untersuchungen mit Systemen, wo 
durch Salze eine Bindung zwischen Ovalbumin und Nucleotiden bei py 7,3 
hervorgerufen wurde, an. AuBerdem werden die erhaltenen Resultate 
iiber die Bindung Ovalbumin — Nuclein und Ovalbumin — Thymusnuclein- 
siiure mitgeteilt. 


In dem VII. Teil dieser Untersuchungsreihe wurde schon nachgewiesen?, 
daB bei Salzabwesenheit bei pu 7,3 keine Bindung erfolgt. Tabelle V1 
zeigt die tiber die Bindung Ovalbumin— Nuclein bei verschiedenem px 
erhaltenen Resultate. Auch hier wurde eine starke Bindung bei po = 7,3 
konstatiert (bis 25°,). Die Salze iiben auf diese Bindung keinen EinfluB 
aus (Tabelle VI). Bei den Systemen Ovalbumin— Hefenucleinsaure tritt 
aber wie beim Globulin eine Bindung ein (Tabelle VII). In denjenigen 
Versuchen, wo Na, SO, mit 0,025 Mol im Liter oder NaCl mit 0,1 Mol im Liter 
anwesend waren, wurden 13 bis 16°,, gebunden, wahrend bei Salzabwesenheit 


ly, Przylecki u. Grynberg, diese Zeitschr. 251, 248, 1932. 
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keine Bindung nachgewiesen werden konnte. Auch das Eiweilsol ve rbindet 
sich mit der Hefenucleinsaéure bei Salzanwesenheit bei py 7.8 (Tabelle VILE). 


Tabelle VI, 


Bindung von Ovalbumin mit 0,1 °,, Nuelein. 





’ 2 Ge ne Menge 
Salz Molaritit sebundene Menge 


PH in 9) 
3,0 0 — 45 
4,7 0 — 33 
7,3 0 —_ 20,5 
7,3 NaCl 0,1 19 
7,3 KCl 0,1 19 
7,3 MgCl, 0,025 21 
7,3 CaCl, 0,025 19,0 
7,3 Nay SO, 0,025 19,5 


Tabelle VII. 


Bindung von Ovalbumin mit Hefe- oder Thymusnucleinsaure, 0,1 °,,. 





: ae Hefe- Thymus- 

PH Salz Molaritit nucleinsiiure * nucleinsiure 
Gebundene Menge in © , 

3,0 0 — 109 62 

3,0 MgCl, 0,25 16.5 

4,7 0 — 47 34.5 

4,7 MgCl, 0,25 om 10 

7,3 0 — | 2 

7,3 NaCl 0,1 13 

7.3 Nag SO, 0,025 16.0 —_ 

73 MgCl, 0,025 16.0 »% 


* Siehe den Teil VII. 
Tabelle VIII. 


Bindung zwischen mit Formalin behandeltem Ovalbumin und Nuclein-, 
Adenyl- oder Xanthylsiure. 





01°, Hefenucleinséure 


0,05 ° ¢ 0,05 95 E-sol on 
Guanyl- Xanthyl- 
Pu siiure siure ohne mit ohne mit 
0,025 mol. MgCl» 0,025 mol. MgCl, 


Gebundene Menge in ° 


Kontrolle 9 
a7} ES mit = Po ms 
| Formol T 
ae | Kontrolle 0 7 0 1b 
io E, mit 0 0 0 ) 


| Formol | 
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Die beim System Ovalbumin—Thymusnucleinsaéure bei verschiedenem 
pu erbaltenen Resultate sind ganz ahnlich denjenigen mit Hefenuclein- 
siure (siehe Teil VIL). Auch der SalzeinfluB bei py 3,0 und 4,7 ist ahnlich 
(Tabelle VII), aber bei px 7,3 bewirken die Salze keine Bindung. 


Keine Bindung konnte auch in den Systemen Ovalbumin — Mono- 
nucleotide bei Salzanwesenheit nachgewiesen werden. 


Besondere Versuche wurden mit dem mit Formalin behandelten 
Ovalbumin ausgefiihrt. Das Eiweif wurde in diesen Versuchen im Sol- 
zustande mit Formalin behandelt. Nach 24 Stunden wurde es koaguliert, 
der Uberschu8 von Formalin ausgewaschen und dann die Nucleinsaure 
zugesetzt. Die gebundene Menge wurde durch Stickstoffbestimmung be- 
rechnet. 


Bei pu 7,3 konstatierten wir, daB auch bei Salzanwesenheit keine Bindung 
zwischen Ovalbumin und H.-Nucleinsiure erfolgen kann (Tabelle VIII). 
Dasselbe wurde bei Ovalbumin im Solzustande beobachtet. Ferner wurden 
bei pu 4,7 auch Versuche mit formolbehandeltem Eiweif und Guanyl- und 
Xanthylsiure ausgefiihrt. Die Bindung Ovalbumin + Guanylséure wird 
in diesen Fallen verstarkt (Tabelle VIII), und zwar steigt sie von 40 auf 
52°,, also um 30°,, wahrend diejenige zwischen Ovalbumin und Xanthyl- 
siure etwas vermindert wird (um 5°,). 


Um den EinfluB, den die py-Anderung auf die Bindung Ovalbumin 
Nucleinséure austibt, zu analysieren, wurde in folgender Weise gearbeitet : 
Zu 20 cem 3°,iger Ovalbumingelsuspension, die auf px 4,7 oder 7,3 gebracht 
war, wurden 20 cem 0,05 °.ige Nucleinséiurelésung zugesetzt. Die Systeme 
wurden 3 oder 6 Stunden geschiittelt. In einem Teil (bei px 4,7) wurde der 
Kolbeninhalt filtriert und analysiert. In dem zweiten Teil wurde das System 
durch Zusatz von n/10 NaOH auf px 7,3 gebracht, und zwar mit oder 
ohne MgCl,-Zusatz, und dann wieder 3 Stunden geschiittelt. Die Zahlen 
der Tabelle IX zeigen, daB in den Systemen, die vor der pH-Anderung 
analvsiert wurden, unabhangig von der Schiittelzeit (3 oder 6 Stunden) 
42°. der anwesenden Nucleinsiure in Bindung tritt. In denjenigen, die 
ohne Mg(Cl,-Zusatz auf pu 7,3 gebracht wurden, konnte keine Bindung 
nachgewiesen werden. Wo aber MgCl, eingefiihrt wurde, waren 12°, 
gebunden. : 


Tabelle IX. 


KinfluB von py-Anderung. 3°, Ovalbumingel mit 0,1 °,iger 
Hefenucleinséure. 





Gebundene 
Nr. vee ~ 0 0 
: System bei pu 4,7; 3 Std. geschiittelt . ane tae + 42 
2. System bei py 4,7; 6 Std. geschiittelt eer a + 42 
3. System bei pa 4,7; 3 Std. geschiittelt, dann durch 
n NaOl auf pq 7,3 gebracht und 3 Std. geschiittelt — 5 
4. Wie 1., aber 10 com HO zugesetzt eran teres + 39 
5. Wie 3., aber auBer NaOH noch 10 cem MgCly zugesetzt 
OS a ae ee a eee + 12 
6. Systeme bei px 7,3; 3 oder 6 Std. geschiittelt laa: — 5 
3 Wie 6., dann durch n HCl auf py 4,7 gebracht und 
ee > ee ee ae + 44 
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In dem Experiment, wo am Anfang des Versuchs das py 7.3 war 
und wo nach 3 Stunden keine Bindung erfolgte, wurde nach HCl-Zusatz 
bis zum pu 4.7 und weiteren 3 Stunden Schiitteln eine Bindung der 


Nucleinséure von 44°. nachgewiesen. 

Besondere Versuche wurden ausgefiihrt, um tiber die Reversibilitat 
der Bindung Ovalbumin —Nuclein Aufschlu8 zu erhalten. 

Zu 20cem 3 °oig. Ovalbumingel bei px 7,3 wurden 20cem 0,1 °,, Nuclein 
zugesetzt und 3 oder 6 Stunden geschiittelt. In beiden Fallen wurde eine 
Bindung von 27 bis 28°,, gefunden. Gileichzeitig wurde in einen Kolben 
zu Anfang des Experimentes noch 80 ccm H,O zugegeben und 3 oder 
6 Stunden geschiittelt. In diesem Falle wurde nur 6.5°,, gebunden. Wurde 
aber das Wasser (80 cem) zu dem System, welches nach nochmaliger Wieder- 
holung der Manipulation 3 Stunden geschiittelt wurde, zugesetzt, so wurden 


27°, des Nucleins gebunden (Tabelle X). 


Tabelle X. 


EinfluB von Verdiinnung auf die Bindung von 0,1°, Nuclein mit 3° 
Ovalbumingel bei pu 7,3. 





Gebundene 


Nr. Menge in © , 
:. 20 ecem Ovalbumin + 20 cem Nuclein; 3 Std. nee 27 
2. Wie 1; 6 Std. geschiittelt . . me 28,5 
3. 20 com Ovalbumin + 20 cem Nuclein + 80 com HO; 
6 “Hy geschiittelt . . . Co a 6,5 
4. Wie 1; dann 80 cem H,0 zugeset zt und 3Std. gescl iittelt 27 


Bei pu 7,3 und Salzanwesenheit wurden Versuche, um die Abhangigkeit 
der Bindung von Ovalbumin und Nucleinséurekonzentration zu analy 
sieren, ausgefiihrt. Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dali der Prozentsatz 
an gebundener Nucleinséiure unabhingig von der Ovalbumin- und Poly- 
nucleotidkonzentration ist. Sowohl bei einer 0.1 °,igen wie 0,025° igen 
Nucleinséiurekonzentration werden 14 bis 17°, gebunden (Tabelle X1). 


Tabelle XI. 
Bindung von Ovalbumin mit Hefenucleinsiure bei py 7.3, in MgCl,- 
Anwesenheit (0,025 mol. Lésung). 





3 5 Konzentration 
Eiweifsuspension der Hefenucleinsiure Gebundene Menge 
eem aT, 0}, 
5 0.1 16 
10 0.1 16 
20 01 16 
20 0.05 1b 
2) 0,025 16 


Besprechune. 


Die Bindungen, die in dem siebenten und diesem Untersuchungsteil 


zwischen EiweiBkérpern und Nuclein, Nucleinsiure und deren Abbau- 
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produkten erhalten worden sind, kénnen in folgende Kategorien ein- 
geteilt werden. 
1. Mononucleoproteide. Es wurden bei py 3 folgende Verbindungen 
nachgewiesen: 
Ovalbumin Adenylat 
Globulin | | Cuanylat 
Gelatine | Xanthylat 


Casein Cytosinat 


Wir nennen diese Verbindungen Mononucleoproteide, obwohl die 
Annahme von Proteidmononucleotiden nicht ausgeschlossen _ ist, 
Chemisch liegt hier ein groBer Unterschied vor, da in dem ersten Falle 
die NH,-Gruppe vom EiweiB stammt und das Mononucleotid als Anion 
fungiert. In dem zweiten Falle waren die Rollen gewechselt, und die 
im Protein bindende Gruppe ware COO, wahrend die NH,-Gruppe 
vom Mononucleotid stammt. 

Es kénnen auBerdem zwischen den zwei Komponenten auch Doppel- 
salzverbindungen entstehen. Die entsprechenden Formeln waren, wenn 
E — EiweiB, M = Mononucleotid: 

1. E—NH3Cl + H*-OPM —~ E—NH3-OPM+ HCI. 








‘ 29, ECOO-H* + Cl *NH,M > ECOO-+NH,M + HCI. 

é . 000 ‘NH, _ COO — NH; ° 

é 8. Ef M-> EL M. 

F NN HZ OP NH, —O0—P 

i Die NH,-Gruppen sind in den beiden Komponenten bei diesem py 


stark dissoziiert. Auch die Anionengruppen, besonders der Mononucleotide 
sind stark dissoziiert. Vom elektrostatischen Standpunkte aus ist die 
Forme] 1. am plausibelsten, obwohl auch die 2. und besonders die 3. nicht 
ausgeschlossen ist. 

Es ist heute noch schwer, eine Antwort auf die Frage zu geben, 
welchen Typus von den drei angegebenen die durch uns beobachtete 
Bindung darstellt. Die Beobachtungen mit den teilweise durch 
Formalin verringerten NH,-Gruppen des EiweiBes sprechen fiir die 
; Annahme, daB auch die zweite Bindungsart bei py 4.7 méglich ist. 
Die Bindungsfahigkeit der Guanylsaure, die eine NH,-Gruppe enthalt, 
wird durch Formalin nicht nur vermindert, sondern im Gegenteil, 
vergréBert (um 30°); diejenige von Xanthylsiure, welche keine N H,- 
Gruppen besitzt, wird um 5°, vermindert. Der Formalinzusatz ruft 
eine Ladung des Ovalbumins, welches im I. P. liegt, hervor, und zwar 
in negativem Sinne durch NH,-Verminderung. Es werden dadurch 
Verbindungen COO- von E mit NH, von Guanylsiure verstarkt. 
Ob diese Erklarung die einzige ist, bleibt noch nachzuweisen. 
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Die Bindung ist vom py abhingig. Beim Ubergang zu py > 5 > 7 
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Sie sind, wenn heteropolare Bindung angenommen wird, nur durch 
die erste Formel zu erkliren, da die NH,-Gruppe von Adenylsaure 
bei pu 7 nicht dissoziationsfahig ist. Die Dissoziation von E-NH,, 
besonders von Arginin, ist bei diesem py noch stark. Die Bindung ist 
also vielmehr durch die freie Ladung des /-Teilchens erschwert oder 
unmoglich geworden. Jas Koagulieren bewirkt, wie immer mehr 
Forscher annehmen, eine Verminderung der Ladung: wir werden noch 
zu diesem Problem bei der Besprechung der Bindung mit Nuclein- 
siuren zuriickkehren. In jedem Falle iibt die starke Erniedrigung 
der Ladung, die durch Salze hervorgerufen wird, keinen férdernden 
EinfluB auf die Bindung der #-Sole mit Mononucleotiden aus. 

Die Bindung ist bei py 3 durch Verdiinnung, durch Lésungsmittel- 
zusatz nicht lésbar. Dagegen bewirken Salzzusatz und py-Anderung 
in alkalischer Richtung Entbindung. 

2. Nucleine. Die Nucleine sind, wie bekannt, Korper, die aus 
Nucleinséiure und Histonen oder Protaminen zusammengesetzt sind. 
Solche Verbindungen sind selbstverstandlich auch zwischen anderen 
EiweiBkérpern und Nucleinséiuren bei bestimmtem py mdéglich. 

Diese Verbindungen wurden durch uns zwischen Ovalbumin, 
Gelatine, Globulin oder Casein und Hefenucleinsiure, sowie Thymus- 
nucleinsiure nachgewiesen. 

Bei px 3 werden Bindungen zwischen diesen Komponenten sowohl 
bei EiweiBsol wie -gel beobachtet. Bei diesem py ist auch die Un- 
zerstorbarkeit der Bindung durch Volumeninderung, ihre Verminderung, 
bis totale Zerstérung durch Alkalinisierung bei Globulin, Casein und 
Ovalbumin, sowie durch Salzzusatz nachgewiesen worden. 

Die Ultrafiltrationsversuche zeigen, daB die von EiweiBgel ge- 
bundene Polynucleotidmenge viel gréBer ist als diejenige von Sol. 
Bei Gelatine besteht die Proportion 2,2: 1,0. 

Viele von den zitierten Tatsachen sprechen fiir eine heteropolare 
Bindung, die bei py < 1. P. bei den Mononucleotiden angenommen 
werden kann. 

Kine sehr interessante Bestatigung der Abhangigkeit zwischen der 
Konstitution des EiweiBes und seiner Bindungsfahigkeit bei hGherem py 
mit den Polynucleotiden wurde hier beobachtet (Abb. 1). Wir kénnen 
sie in zwei Regeln erfassen: 

a) Die Bindung ist bei um so héherem py moglich, je weniger 
COOH- und je mehr NH,-Gruppen das Eiweif im Micell enthalt. 
Wenn wir die in dem elften Teil zitierten Tabellen wiederholen (Tabelle 
8.400) und die dort aufgestellte Reihe des Sauregrades des Eiweibes 


Glutin < Ovalbumin Globulin Casein 
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annehmen, so sehen wir, daB eine py-Grenze, bis zu der die Bindung 
erfolgt, besteht: 
Glutin > 7,3; Ovalbumin > 5 < 7; Globulin > 3 < 5,9; 
Casein > 4,3 < 4,6. 


~ 


Diese Reihe zeigt, daB die COO-Gruppen durch ihre Ladung der 
Bindung von £-Polynucleotid entgegenwirken. Sie iiben schon bei 
pu <— 1. P. des EF eine Wirkung aus. Bei pu -> I. P. ist ihre Rolle sehr 
groB. 

Bei Proteinen, wo der Quotient COO/NHy, gréBer als 1 ist, und wo 
die NH,-Gruppen von einer Mehrzahl von COO-Gruppen umgeben sind, 
und bei Annahme einer Bindung von Aminogruppen des E mit dem POH 
der NS. (ohne auf das Problem, ob die Aminogruppe als Dipol oder als 
dissoziierte ionale Gruppe fungiert, einzugehen) wird eine solche Bindung 
unmdéglich sein. 

In den Fallen aber, wo der Quotient < 1 ist, wo besonders einige der 
Aminogruppen weit von COOH entfernt sind und wo die NH,-Gruppen 
stark basisch wirken, z. B. als Arginin anwesend sind, da ist auch bei 
pu > I. P. des E eine Bindung méglich. Dies ist beim Glutin nachgewiesen 
worden. Dieses EiweiB enthalt viel Arginin (zweimal so viel wie Casein, 

; : 7 . 1,00 
Ovalbumin), und sein Gruppenquotient ist 1,72 = 0,58. 

Die Bindung erfolgt nicht nur mit Glutingallerte, sondern auch durch 
Glutinsol mit Hefenucleinsaure. 

b) Die Bindung zwischen Hefenucleinsiure und sauren Eiweif- 
kérpern kann bei pq > I. P. durch Salze, die die Ladung des EF ver- 
mindern, hervorgerufen werden. Mit Thymusnucleinsiure erfolgt auch 
nach Salzzusatz keine Bindung. 

Im experimentellen Teil dieser Arbeit sind in den Tabellen ( IIT, VIT) 
diejenigen Versuche zusammengefaBt, die klar zeigen, da bestimmte 
Salzkonzentrationen auch eine Bindung zwischen Ovalbumin oder 
Globulin und Hefenucleinséure bei py 7,3 erméglichen. Die gebundenen 
Mengen sind nicht klein. Es werden bei 0,10°,, NS. und 1°, Ovalbumin 
16°, NS. gebunden, auf 1 g Ovalbumin 16 mg NS. 

Dasselbe betrifft die Verbindung von NS.-Globulin, wo auf lg 
Globulin bei 0,025 mol. Na,SO,-Lésung 17°), bei 0,025 mol. MgCl, 
30,6°%, NS. gebunden wird. In letzterem Falle werden 6mg NS. ge- 
bunden. 

Nicht nur Proteine im Gelzustande, sondern auch Eiweibsole 
treten in Bindung. Der Unterschied liegt nur in der Quantitat der 
gebundenen NS. Fiir das Ovalbumin haben wir Gel: Sol == 16/7 

- 2,3: 1,0. 


Die Wirkung der Salze auf das Eiweili kénnen wir als Ladungs- 
verminderung erkliren. Ob die Salze einen EinfluB auf das Polynucleotid 
austiben, ist nicht ausgeschlossen. 
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Auch die Versuche, die mit der teilweise durch Formolbehandlung 
verminderten Aminogruppenmenge erhalten wurden, zeigten, dais solches 
Ovalbumin bei px 7,3 auch bei Salzanwesenheit keine Bindung eingeht. 

Was fiir eine Art von Bindung liefert das Nuclein bei py 7? Unsere 
Versuche sprechen sehr dafiir, daB die NH,-Gruppen des EF eine groBe 
Rolle spielen. Ob in diesem Falle NH,-Gruppen die negative Ladung 
vermindern oder als positive Zentren fungieren, in deren Umgebung 
die bindenden Gruppen liegen und somit eine Bindung erméglichen, oder 
endlich aber eine direkte Rolle in der Bindung als Gruppe spielen. ist 
nicht gesagt. Von den fiir das System L-Mononucleotid angenommenen 
moglichen Bindungsformen ist die zweite bei py 7 ganz unmdglich, es 
bestehen also folgende Méglichkeiten : 


:. Coo NH: (Dipol) der NS. 


3. NHe oy - POH. 

3. COO + andere Dipole von NS. 
4. NH, (Dipol) + POH. 

5. Dipol Dipol. 

6. Doppelsalz. 


Von ihnen sind 1. und 3. durch die Formolversuche sehr unwalht 
scheinlich geworden. Es bleiben die Formeln 2. heteropolare, 4. und 5. Ko- 
valenz-Bindungen. Die 6. Méglichkeit ist nicht ausgeschlossen in der Form 
einer Dipolwirkung. 


Gegen eine heteropolare Bindung sprechen folgende Tatsachen: 1. Bei 
pu 7 gibt auch bei Salzanwesenheit E mit Mononucleotiden keine Bindung. 
2. Bei pu 7 wird wohl die Adenylsiure durch Gelatinegallerte oder 
Ovalbumingel, nicht aber durch Sole dieser EiweiBkorper gebunden. 3. Die 
Thymusnucleinséure wird bei px 7 durch EF nicht gebunden. 4. Die Bindung 
E-Gel-NS. erfolgt in gr6Berem Ausmas als E-Sol-NS. Dies ist aber auch bei 
E-NS. und E-Mononucleotid bei pH 3 beobachtet worden. Wir diirfen 
auch nicht vergessen, dal} das Sol sich sehr vom Gel unterscheidet. Erstens 
durch Gestalt, durch die Konfiguration der Gruppen und durch die Zahl 
der aktiven COO-- und NH3-Gruppen. Somit kénnen wir uns vorstellen, 
daB zwar bei py 7 die Zahl der theoretisch bindungsfihigen NH,-Gruppen 
durch Koagulation vermindert wird, daB aber die gebliebenen Gruppen 
weiter von den COO- liegen und somit leichter als aktive Gruppen fungieren 
kénnen. Diese Annahme erklart aber nicht, warum auch bei py 3 eine 
Verstarkung der Bindung E-Mononucleotide erfolgt. und zwar bis 1: 10. 
Dies ist hier nicht durch die Verminderung der Ladung und der aktiven 
COO-Gruppen méglich. Vielmehr spielen andere Faktoren eine domi- 
nierende Rolle, vielleicht die Gestaltsanderung. 

Die Tatsache, daB die in Gelform iibergefiihrten EiweiBkérper in 
Salzanwesenheit sich bei pu 7 mit Adenylsiure binden, nicht aber die £, 
die durch Salzeinfiihrung stark entladen sind, kann verschieden erklirt 
werden. 


Die Salze andern nicht nur die COO-Gruppenaktivitaét, sondern auch 
diejenige der NH,-Gruppen. Auch die Dielektrizitaétskonstante und die 
Polaritat des Lésungsmittels werden geindert. 
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Somit sind teilweise die Punkte 1. und 3. erklart. Die in Punkt 2. und 4. 
angegebenen Moéglichkeiten sind vielmehr in den Unterschieden der Kon- 
stitution der Nucleotide zu suchen. 

Auch die Tatsache, daB bei pq 7 und £-Gel die Adenylsaiure mit 
EL in Bindung tritt, nicht aber die Xanthylsdure, ist mit der Annahme, 
daB die Bindung zwischen Ovalbumin-N H, und POH eintritt, schwer 
zu erkliren. 

Schon diese hier zitierten Momente zeigen, daB das Problem zu 
kompliziert ist, um aus den wenigen Versuchen einen SchluB iiber die 
Art der Bindung zu ziehen. Die beiden Komponenten besitzen zu 
viele verschiedene Gruppen, deren Eigenschaften sehr verschieden sein 
koénnen, und zwar kann ein Teil der NH,-Gruppen von FE noch dissoziiert 
bleiben, der andere ist als ein Dipol anzusehen usw. Zweitens ist vielleicht 
der kolloidale Zustand der Komponenten zu wenig in Betracht ge- 
zogen worden. 

Nur weitere Versuche, die sich besonders durch die Methodik und 
die Wahl der Bedingungen von den unserigen unterscheiden und die 
noch stirker die Rolle der Gruppen. beriicksichtigen, kénnten das 
Problem lésen. 

3. Nucleopolyproteide (Nuclein + EiweiB). Diese Verbindungen 
wurden nur bei £-Gel untersucht. Leider erlaubt unsere Methodik 
nicht, Versuche mit allen Komponenten im Solzustande auszufiihren. 
Die Bindung erfolgt sowohl bei py 3 wie 7 mit Ovalbumin und Gelatine. 
Besondere Versuche zeigten, da sowohl der NS.-Anteil, wie derjenige 
des basischen FE in Bindung tritt, daB also die Bindung zwischen dem 
neutralen E und nichtzersetztem Nuclein erfolgt. Bei py 3 werden 
groéBere Mengen als bei py 7 gebunden (45 und 20,5°%, mit Ovalbumin). 
Das Globulin bindet sich nur bei py 3,0 und 5,9, bei 7,3 erfolgt keine 
Bindung mehr. , 

Die Bindung ist bei py 7,3 sowohl durch Verdiinnen, wie durch 
Salzzusatz nicht zu lésen. 

Wenn es schon bei dem Komplex £-Mono- oder Polynucleotid schwer 
war, die Art der Bindung zu analysieren, ist es in diesem Falle um so 
schwieriger, da das Nuclein sowohl als Anion (POH und COOH) als auch 
als Kation (NH,) bei groBem py-Bereich fungieren kann. Somit wird es 
moéglich sein, daB bei po = 4 das Nuclein durch 1. P-OH, 2. NH, des 
basischen EF, das neutrale EF durch NH, und COO> in Bindung treten kann. 
Es kénnen also Doppelsalzverbindungen entstehen. Bei pu 7 tritt das 
neutrale E mehr als Anion auf. Die NH,-Gruppen des Histons kénnten 
mit den COO-Gruppen von £ in Bindung treten. Gegen diese Annahme 
sprechen aber die Versuche mit Globulin + Nuclein, die zeigten, da in 
diesem Falle keine Bindung erfolgt. 

Wir haben hier dasselbe Problem wie bei der E-NS.-Bindung bei px 7. 











CV. 


1 4. 


on- 


nit 
ne, 
ver 


zu 
die 

zu 
ein 
ert 
ht 
ye 


nd 
lie 


las 


ren 
lik 
n. 
ne. 
ige 
‘m 
en 
n). 
ne 


yer 
so 
ch 

es 
les 
in. 
as 
en 
ne 

in 








Uber die Bindung organischer Basen an Proteine. I’. 
Von 
Gerhard Biittner, 
(Aus dem allgemeinen Universitatslaboratorium in Gottingen.) 
(Eingegangen am 5, Dezember 1932.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


I. Zur Problemstellung. 

Die Proteide, aus Protein und eciweiBfreien Stoffen aufgebaute 
Verbindungen, spielen bei den Lebensvorgingen eine groBe Rolle. 
Naturgema8 hat man sich zunichst mit den verhaltnismaBig leicht 
isolierbaren Proteiden, wie dem Hamoglobin und den Nucleoproteiden 
beschaftigt und hierbei der .,prosthetischen Gruppe’ das Haupt- 
interesse zuteil werden lassen. In den meisten Fallen wird der eiweib- 
freie Paarling durch die Einwirkung von Saéuren oder Alkalien ab- 
gespalten. Bei dem Hormon der Schilddriise ist ISstiindiges Erhitzen 
mit Barytlauge zur Spaltung erforderlich?, wahrend Hamoglobin 
schon durch kurze Einwirkung von einer Salzsiuremenge, die gerade 
zur Bildung des Hamins notwendig ist, in die Komponenten zerlegt 
wird. Wie Hill® in jiingster Zeit gefunden hat, laBt sich bei vorsichtiger 
Arbeitsweise bei der Hamoglobinspaltung eine Denaturierung des 
Globins vermeiden, und es ist gelungen, die beiden Komponenten 
auch wieder riickwarts zum Blutfarbstoff zu vereinigen. 

Sicherlich gibt es neben diesen stabilen Proteiden noch eine grobe 
Zahl sehr lockerer Verbindungen. So hat man bei manchen neu 
isolierten, proteinartigen Stoffen, wie z. B. dem kristallisierten Insulin4, 
die Frage diskutiert, ob nicht der eigentlich wirksame Bestandteil 
an das Protein verankert ist. 


Inaugural-Dissertation, Géttingen 1930. 
* Harrington, Biochem. J. 20, 300, 1926. 
3 Hill, ebenda 20, 1326. 1926. 

' Vel. Harrington, ebenda 23. 344. 1929. 
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402 (. Bittner : 


Auch in der Chemie der Enzyme und der Immunkoérper hat man 
mit lockeren Verbindungen zwischen Proteinen und anderen Stoffen 
zu rechnen. Die bildliche Vorstellung Ehrlichs von der toxophoren 
und der haptophoren Gruppe kehrt auch in der neueren Immun- 
literatur in etwas anderer Form wieder!?. 

In allen bisher erwahnten Fallen kommt die biologische Bedeutung 
dem Kombinationsprodukt aus Protein und eiweiBfreiem Paarling zu. 
Andererseits treffen alle zelleigenen oder zellfremden Stoffe, wie z. B. 
Adrenalin oder Alkaloide im Kérper auf Proteine. Es ist tiberraschend, 
daB die Umsetzung zwischen solchen organischen Basen und Proteinen 
trotz dieser vielfachen Beziehungen bis in die jiingste Zeit kaum syste- 
matisch untersucht wurde. Erst in den letzten Jahren beschiftigten 
sich einige Autoren mit der Wechselwirkung von organischen Basen 
und Proteinen mit dem Bestreben, einen Einblick in den Wirkungs- 
mechanismus dieser Stoffe auf den Organismus zu bekommen. 


Im Gegensatz zu alteren Anschauungen nehmen MM. Petrunkin 
und A. Petrunkina® an, da organische Basen im Organismus vor 
allem mit Proteinen reagieren. Sie griinden diese Auffassung auf Modell- 
versuche, bei denen sie die Umsetzung von Atropin, Strychnin, Chinin, 
Guanidin, Adrenalin auf Gelatine und von Curare auf Gehirnproteine 
untersucht haben. Ihre Versuchsmethodik kniipft an das von J. Loeb*® 
angewandte Verfahren zum Nachweis von Metallproteinaten an: 


Pulverisierte Gelatine wurde durch Natronlauge oder Schwefelsaiure 
auf ein bestimmtes px gebracht. Die gewaschenen, gequollenen Gelatine- 
k6rner wurden mit einer Alkaloidsalzlésung von bekanntem Gehalt 1 Stunde 
in Bertihrung gelassen. Dann wurde die Alkaloidsalzlésung abfiltriert, die 
Gelatine mehrmals mit Wasser ausgewaschen und das ungebundene Alkaloid 
in Filtrat und Waschwassern bestimmt. Die Differenz zwischen zugegebener 
Alkaloidmenge und in den Filtraten nachgewiesener ergab den von der 
Gelatine .,gebundenen“ Anteil. 


Die Autoren fanden, daB die Bindung der Basen auf der sauren 
Seite und beim isoelektrischen Punkt gering ist, jedoch nach der 
alkalischen Seite hin stark ansteigt: sie nehmen normale Salzbildung 
im Sinne J. Loebs an. 


' Vol. H.G. Wells, ..Die chemischen Anschauungen iiber Immunitats- 
vorginge’*, Jena 1927, 8. 33ff.; B. P. Pick u. F. Silberstein, Biochemie der 
Antigene und Antikérper in Kolle-Wassermann, Handb. d. phathogenen 
Mikroorganismen, III. Aufl., 2, 388. 

2M. Petrunkin u. A. Petrunkina, J. of Gen. Phys. 11, 101, 1927; 
diese Zeitschr. 201, 185, 1928; 210, 70, 1929; P. J. Borissow, A. Petrunkina 
u. M. Petrunkin, ebenda 218, 419, 1929; A.M. Petrunkin u. M. L. Petrun- 
kina, Arch. Biol. Nauk. 29, 461, 1929; 30, 561, 1930. 

3 J. Loeb, ,,Die EiweiBkérper und die Theorie der kolloidalen Er- 
scheinungen™, 8.31. Berlin 1924. 
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In diesem Zusammenhang sind drei Arbeiten von A. Zipf! von 
hohem Interesse, auf deren Ergebnisse hier nur kurz eingegangen 
werden soll. Dieser Autor diskutiert ausfiihrlich die alteren Theorien 
iiber den Mechanismus der Giftwirkung, die Lipoidtheorie von Overton? 
und die Adsorptionstheorie (J. Traube%), nach welcher Stoffe, die die 
Oberflachenspannung einer Lésung erniedrigen, an Grenzflichen an- 
gereichert werden. 

Zip{ \ehnt auf Grund umfangreichen experimentellen Materials 
beide Theorien ab und kommt zu dem Begriff der .,Austauschbindung”, 
in welcher er .,die Grundlage der Aufnahme basischer und saurer Fremd- 
substanzen in die Zelle* sieht. Er weist am lebenden Organ nach, daB 
die Aufnahme von basischen und sauren Stoffen ebenso py-abhangig 
ist, wie dies Loeb (bzw. Petrunkin!) bei der Bindung von Kationen 
oder Anionen an Proteine gefunden hat. Weiterhin fand Zip/ die all- 
gemeine GesetzmaBigkeit, daB eine Ionenaufnahme immer mit der 
Abgabe einer ungefahr aquivalenten Menge zelleigener Lonen erfolgt. 
Der Autor schlieBt aus diesen Befunden, daB es sich hierbei ..um Ver- 
hindungen erster Ordnung, also um Verbindungen der klassischen 
Valenzlehre** handelt. 

In der letzten Arbeit von Zip/* wird dargelegt, daB auch die 
kontrakturerregenden Muskelgifte, wie Coffein, Chinin,  Nilblau, 
Methylenblau und o-Nitranilin durch Basenaustausch gebunden werden. 
Am lebenden Muskel geht das Auftreten der Dauerverkiirzung mit 
der Bindung des betreffenden Kontrakturgiftes cinher’. Auch die 
antagonistische Wirkung des Atropins und der Lokalanaesthetika 
gegeniiber diesen Kontrakturgiften beruht auf Basenaustausch®. 


Il. Eigene Untersuchungen iiber die Bindung organischer Basen an Proteine. 


Im vorangehenden Abschnitt wurde die vielseitige biologische 
Bedeutung der Verbindungen zwischen Proteinen und organischen 
Basen dargelegt. 

Die vorliegende Arbeit hatte zur Aufgabe, diese Bindungsverhalt- 
nisse an leicht zuginglichen Substanzen zu studieren. Die vorhin 
zitierten Arbeiten von Zip/ sind ..fiir die allgemeine Pharmakologie 


1K. Zipf Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 124, 258, 287, 1927: 140, 
56, 1929. 

* Overton, Vierteljahresschr. d. Naturforschergesellschaft in Ziirich 40, 
159, 1895; 44, 88, 1899. 

3 Traube, diese Zeitschr. 42, 470, 1912. 

* K. Ztpf, lc. 

5 Vel. auch A. Bornstein u. EF. Riiter (Arch. f. Physiol. 207, 614, 1925), 
die z. B. an Paramaecien die Verdrangung basischer Vitalfarbstoffe durch 
Alkaloidsalze untersucht haben. 


Biochemische Zeitschrift Band 258, 27 








ne eS RR REP 


Sn os - 


AG a Lat 


2P whasless 


US ese NOI 


; 
rs 





Pad wt cea 


ia a! 





404 G. Bittner: 


von grundlegender Bedeutung. Fiir die Klarstellung der rein chemi- 
schen Vorgainge bei der Alkaloidaufnahme durch die Zelle sind nun 
jedoch vergleichende Modellversuche an méglichst definierten Proteinen 
oder anderen im Organismus vorkommenden Stoffen erforderlich. 

Die von M. Petrunkin und A. Petrunkina beschriebene Aufnahme 
von organischen Basen durch Gelatinegel besagt wenig tiber die Eigen- 
schaften der erhaltenen Verbindungen. Da bei der Darstellung das 
Gelatinegel wiederholt mit Wasser ausgewaschen wurde, ohne da ein 
., Herauswaschen* des Alkaloids erfolgte, konnte man aus der Arbeit 
der russischen Autoren schlieBen, daB es sich bei diesen Umsetzungen 
nicht um leicht verschiebliche Gleichgewichte handelt. Es muBte 
dann mdéglich sein, definierte Verbindungen herzustellen, deren Ver- 
gleich mit den eigentlichen Proteiden von Interesse wire. Auch hatte 
sich dann fiir die Chemie der Toxine die wichtige Aufgabe, bekannte 
Giftstoffe mit artfremden Proteinen zu verkniipfen und diese Kom- 
binationsprodukte als ,,'Toxinmodelle* auf ihre toxische und ihre antigene 
Wirkung zu untersuchen, unschwer experimentell bearbeiten lassen. 

Fir die zur Klaérung dieser Fragen unternommenen folgenden 
Versuche schien das von den russischen Autoren in ihrer ersten Arbeit? 
angewandte Verfahren nicht geeignet, da es eine leichte Auswaschbar- 
keit der ungebundenen Base aus den kapillaren Zwischenraumen des 
Gels voraussetzt. Es erschien sicherer, die Existenz dieser Verbindungen 
in den kolloiden Lésungen der EiweiBk6rper nachzuweisen. Das hierfiir 
schon mehrfach angewandte Verfahren® besteht darin, einen Teil der 
intermicellaren Fliissigkeit mit Hilfe der Ultrafiltration durch ein 
moglichst eiweiBdichtes Filter aus der Lésung abzutrennen. Aus der 
Basenkonzentration im Ultrafiltrat ergibt sich dann die Menge der 
ungebundenen Base. 

Nach dieser Methode wurde die Wechselwirkung von Histamin 
und Adrenalin auf Gelatine und Casein eingehend untersucht; diese 
Basen wurden gewahlt, da sie noch in sehr kleinen Mengen (bis zu 1 y) 
auf kolorimetrischem Wege genau zu bestimmen sind. Die Versuchs- 
bedingungen wurden hierbei mehrfach variiert: 

1. Veranderung des py bei konstanten Konzentrationen der Kom- 
ponenten. 

2. Variationen der Konzentrationen einer oder beider Komponenten 
bei konstantem pu. 

3. EinfluB der Gegenwart von Histamin auf die Bindung von 
Adrenalin an Gelatine und Casein bei konstantem px*. 





1 Vgl. das Referat von Oppenheimer in Klin. Wochenschr. 8, 1876, 1929. 
2 Nur diese Arbeit lag zu Beginn dieser Untersuchung vor. 

3 Vgl. Bechhold, diese Zeitschr. 199, 451, 1928. 

* Uber methodische Einzelheiten siehe Kapitel 111 (Methodik) 8. 409. 
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1. Die Bindung von Histamin und Adrenalin an Gelatine bei verschiedenem px. 


Um die Bindungsverhialtnisse von Histamin und Adrenalin an 
Gelatine bei verschiedenem px vergleichen zu kénnen, war es notwendig, 
die Konzentrationen der Komponenten innerhalb jeder Versuchsserie 
konstant zu halten. Die Mischung der Lésungen erfolgte gewéhnlich 
so, daB zu gleichen Mengen Gelatinelésung bekannter Konzentration 
gleiche Mengen Adrenalinhydrochlorid- bzw. Histamindichlorid- 
losung und verschiedene Betrage Salzsiure oder Natronlauge hinzu- 
gesetzt wurden. Dann wurden die 











Lésungen auf ein  bestimmtes 4 l Tah. ] 
Volumen verdiinnt. Die Ultra- is + 
filtration erfolgte nach mehr- 8 | Lina \. \ | 
stiindigem Stehen. RY | | j \ X 
In Abb. 1 sind die Ergebnisse S j i ' K | 
einiger Versuche graphisch dar- g 7) rs r | 
gestellt. Auf der Abszisse ist das § | LH. 
pu der Lésungen und auf der & y z I | 
Ordinate die an die Micellen ge- & | i \ II ‘= o2 oe oe 
bundene Basenmenge aufgetragen !. BY : / h i} 
Auf der sauren Seite des iso- 3” ra ij += th acon 2g Gelatne 
elektrischen Punktes der Gelatine _ i Fei ioe 
ist der Verlauf der Adrenalinbin- iad ae II |: 202mg Atbenabalecrochions 
dungskurve bemerkenswert. — Die >" \ |/ “-—*/n escom S74mg Celatine | 
Kurve steigt vom pu 4.5 bis 3,8 an tar 0.51090 mg Aatrenalintydrechloria 
und fallt vom pu 3.8 bis 2.4 ab. \ 
Dieses Ergebnis steht im Wider- 30 40 YW 50 60 20 80 §0 Womno 
spruch mit den bisherigen Erfah- Abb. 1. 
rungen tiber die Bindung von. basi- 
schen und sauren Stoffen an Proteine in Abhangigkeit vom py. Es 


wurde noch nicht entschieden, ob in diesem py-Bereich die Resultate 
durch Donnansche Membrangleichgewichte gefalscht sind oder nicht. 
Die entsprechende Bindungskurve des zweisdurigen Histamins liegt in 
demselben pxR-Gebiet > noch héher als die des einséurigen Adrenalins. 

Beim Vergleich der Bindungskurve des Adrenalins an Gelatine mit 
der des Histamins auf der alkalischen Seite des isoelektrischen Punktes 
fallt auf, daB bei gleichen Konzentrationsverhaltnissen die Basen im 
pu-Bereich zwischen 6,0 und 7,0 annahernd aquimolekular gebunden 
werden. 


1 Das System Adrenalin—Gelatine ist auch von M. Petrunkin und 
A, Petrunkina (l.¢.) untersucht worden. Die obigen Ergebnisse stimmen 
darin mit denen der russischen Autoren iiberein, dai die gebundene 
Adrenalinmenge beim isoelektrischen Punkt klein ist und nach der alkali- 
schen Seite hin zunimmt. 

2? Die Histaminwerte sind im pxy-Bereich 2,4 bis 4.5 nicht in Abb. | 
eingezeichnet, weil ihre kolorimetrische Ermittlung hier unsichere Werte 
ergab. 


oF * 








Sliceeiniaee,” < Sets 





406 G. Biittner: 


Das Abfallen der Histaminkurve vom px 6.5 bis 9.5 laBt sich vielleicht 
so deuten, das bei héherem py die in gréBeren Mengen anwesende Natron- 
lauge bei der Bindung in Konkurrenz tritt mit der organischen Base. 


Andere Versuche zeigten, daB die pro Gewichtseinheit Gelatine 
gebundene Basenmenge stark abhingt vom Konzentrationsverhiltnis 
Gelatine zu Base. Bei den untersuchten Konzentrationen wurde die 
groBte Menge Base bei etwa py 6,4 gebunden. 


2. Variation der Basenkonzentrationen bei konstantem py. 

Um einen weiteren Einblick in die Bindungsverhaltnisse zu_be- 
kommen, wurden Versuche bei konstantem py und konstanter Protein- 
konzentration unter Veranderung der Basenkonzentrationen ausgefiihrt. 
Es wurden also innerhalb einer Versuchsserie die Konzentrations- 

Seta [ Base *] [ Protein~] 
verhaltnisse . = und : . ., konstant gehalten. 

{undissoziierte Base | {Protein*] 

Die Versuche wurden bei Wasserstoffionenkonzentrationen aus- 
gefiihrt, bei welchen einmal kleine py-Anderungen keine wesentlichen 
Verschiebungen der Gleichgewichte verursachen, und bei welchen 
andererseits méglichst viel Base gebunden wird. 

In Abb. 2 sind die Versuchsergebnisse fiir die Bindung des Adrenalins 
an Gelatine und Casein graphisch dargestellt. Auf der Abszisse ist die 
Konzentration des Adrenalins in der intermicellaren Fliissigkeit in Millimol 
pro Liter und auf der Ordinate die pro 100g Gelatine bzw. Casein ge- 
bundene Adrenalin- bzw. Histaminmenge in Millimol aufgetragen. Tragt 
man die Punkte in ein logarithmisches Diagramm ein (Abb. 3), so ergeben 
sich gerade Linien. Die Freundlichsche Adsorptionsisotherme 4 a plin 
ist in allen Fallen erfiillt!. Vergleicht man die zu jeder Bindungskurve 
(Abb. 2 und 3) gehérigen Werte fiir die Konstanten « und 1/n. so ergibt 
sich ferner: 

1. Bei gleichem px hat 1/n sowohl fiir die Bindung des Adrenalins an 
Gelatine als auch fiir die an Casein praktisch ‘gleiche Werte, denn die 
Geraden in Abb. 3 laufen (bei gleichem px) angenihert parallel’. 

2. Casein und Gelatine binden pro Gewichtseinheit bei gleichem pu 
und gleicher Basenkonzentration in der intermicellaren Fliissigkeit ungefahr 
gleiche Mengen Adrenalin (Abb. 2 und 3). Dieser Befund ist besonders 
interessant. weil Gelatine und Casein zwei im Aufbau v6llig verschiedene 
EiweiBkérper® sind. 


1 Die Adsorptionsisotherme gilt fiir die Bindung des Adrenalins an 
Gelatine und Casein bis zu einer Konzentration von etwa 1 Millimol pro 
Liter in der intermicellaren Fliissigkeit. Bei héheren Basenkonzentrationen 
wird weniger Adrenalin gebunden. 

2 In einem hier nicht angefiihrten Versuch, bei dem die Bindung von 
Histamin an Gelatine verschiedener Vorbehandlung bei gleichem px (7,0) 
untersucht wurde. fielen die beiden Geraden im logarithmischen Diagramm 
zwar nicht zusammen, liefen aber ebenfalls parallel. 

3 Vgl. z. B. O. Kestner, Chemie der Eiweibkérper, 4. Aufl., S. 266 
und 304. Braunschweig 1925. 
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Bindung organischer Basen an Proteine. 1. 407 


Die Bindung des Histamins an Gelatine verliuft bei konstantem py 
ebenfalls nach der Freundlichschen Adsorptionsisotherme. Ein Vergleich 
der Bindungskurven der beiden Basen an Gelatine ergab, dal bei 
gleichem py die Konstante 1/n fiir Histamin einen anderen Wert hat. 
Es ist aber bemerkenswert, daB das zweisiurige Histamin und das 
einsdurige Adrenalin bei gleichen Basenkonzentrationen in der inter- 
micellaren Flissigkeit annahernd aquimolekular gebunden werden. 
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3. Die Bindung von Adrenalin an Gelatine und Casein bei Gegenwart von 
Histamin bei konstantem py. 


Da Adrenalin und Histamin unter gleichen Konzentrationsverhalt- 
nissen und bei gleichem py ungefahr gleich stark gebunden werden, 
war es interessant, zu untersuchen, wie sich die Basen verteilen, wenn 
beide gleichzeitig in einer Proteinlésung vorhanden sind. 

Es lieB sich jedoch Histamin neben Adrenalin nicht quantitativ 
bestimmen. Deshalb konnte nur die Bindung des Adrenalins in Gegen- 
wart von Histamin untersucht werden. 


Die bei der Untersuchung des Systems Casein-—Adrenalin—-Histamin 
erhaltenen Ergebnisse sind in den Abb. 4 und 5 graphisch dargestellt, 
Ein interessantes Resultat ergab ein Versuch, bei dem die Bindung des 
Adrenalins an Casein in Gegenwart der gleichen Molzahl Histamin 
untersucht wurde (py 6.05). Casein bindet bei gleicher Adrenalin- 
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konzentration in der intermicellaren Fliissigkeit bei Anwesenheit 
eines aquimolekularen Betrages Histamin nur die Halfte der Adrenalin- 
menge, die gebunden wird, wenn kein Histamin zugegen ist (Abb. 4 
und 5 ©-----5). Wie die logarithmische Darstellung in Abb. 5 zeigt, 
laBt sich auch die Bindung des Adrenalins in Gegenwart von Histamin 
angenahert durch die Adsorptionsisotherme darstellen. Wegen des 
recht gleichartigen Verhaltens der beiden Basen bei der Bindung kann 
man annehmen, daB auch eine aquimolekulare Histaminmenge gebunden 
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Die oberen beiden Kurven in den Abb. 4 und 5 mol pro Liter. 
geben die Bindung von Adrenalin in Abwesen- ° 


heit von Histamin wieder. 


ist. Dann ist aber die im ganzen aufgenommene Basenmenge (Histamin 
+ Adrenalin) bei gleicher Adrenalinkonzentration in der intermicellaren 
Flissigkeit ungefihr ebenso groB, als wenn Adrenalin allein gebunden 
wurde! 

In Gegenwart der doppelten Molzahl Histamin lieB sich die Ver- 
teilung des Adrenalins auf intermicellare Fliissigkeit und Casein eben- 
falls durch die Adsorptionsisotherme darstellen (Abb. 4 und5 @ @). 
Auch hier ist, wie aus dem ungefaihr parallelen Verlauf der Geraden 
in Abb. 5 hervorgeht, 1/n unverandert geblieben. Bei diesem Versuch, der 
bei py 6,65 ausgefiihrt wurde, wird durch die Anwesenheit der doppelten 


' Vgl. hierzu Freundlich, Kapillarchemie 1923, S. 194 und 269 (,,Die 
Adsorption in einer Lésung mehrerer Stoffe**). 
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Molzahl Histamin die Bindung des Adrenalins auf etwas weniger als 
die Halfte verringert. 

Analoge Resultate wurden erhalten fiir die Bindung des Adrenalins 
an Gelatine in Anwesenheit der gleichen bzw. dreifachen Molzahl 
Histamin. 

Ill. Methodik. 
Herstellung der Proteinlésungen. 


Grelatinelédsungen: Kahklbaums Gelatine ,,Golddruck** wurde pulverisiert 
und nach dem Verfahren von Northrop und Kunitz! elektrolytfrei gemacht. 
Der Aschegehalt betrug 0,03 bis 0.05°,*. Sie wurde in kérniger Form 
unter Wasser im Eisschrank aufbewahrt, wobei etwas Toluol zur Konser- 
vierung hinzugegeben wurde. Der py-Wert der wasserigen Lésung wat 
5.05 0.05. Zur Herstellung der Gelatinelésungen wurde die Gelatine 
suspension filtriert, noch mehrmals mit Wasser gewaschen und in aus- 
gekochtem, mit Toluol gesattigtem Wasser bei 40 bis 45° gelést. Fiir die 
Versuche, bei denen das py konstant gehalten wurde, wurden die Gelatine- 
losungen mOéglichst sofort nach der Herstellung durch Zugabe von NaOH 
auf das gewiinschte py gebracht. 

Caseinlésungen: 5g Kahklbauwms Casein .nach Hammarsten** wurden 
mit 200 cem etwa n/100 NaOH, die vorher mit Toluol gesattigt wurde, 
etwa | bis 2 Stunden geschiittelt. Die Lésung wurde durch Filtration oder 
Zentrifugation vom ungelésten Casein befreit. 


Die quantitative Bestimmung der Proteine und der Basen. 


Gelatine und Casein wurden durch Eindampfen und Trocknen eines 
bestimmten Volumens der zu untersuchenden Lésung bei 90 bis 100° C 
in Platintiegeln gravimetrisch bestimmt. 

Die Basen. die in Form ihrer Chloride verwendet wurden, wurden 
kolorimetrisch bestimmt, und zwar Histamin nach dem Verfahren von 
Koessler und Hanke? und Adrenalin nach der Methode von Folin, Cannon 
und Dennis®. 

Die pru-Messung. 

Alle pu-Messungen erfolgten elektrometrisch mit der U-Elektrode 
nach Michaelis. Die Messungen wurden gewohnlich mehrere Stunden nach 
Herstellung der Lésungen ausgefiihrt. Zur Kontrolle wurde py bei den 
Gelatineversuchen kolorimetrisch mit dem  Doppelkeilkolorimeter von 
Bierrum-Arrhenius bestimmt. Als Indikatoren wurden Methylrot und 
Bromthymolblau verwendet. 


Die Ultrafiltration. 


Die Ultrafiltrationen wurden in Thiessen-Apparaten* ausgetiihrt, die 
es gestatten, 15cem einer Lésung unter einem Uberdruck von 3 Atmo- 


1 J. of Gen. Physiol. 11, Nr. 5, 477, 1928. 

* In Ubereinstimmung mit Hitchcock, der 0.04°, angibt: J. of. Gen. 
Physiol. 12, 495, 1929. 

2 Koessler u. Hanke, J. of biol. Chem. 39, 508, 1919. 


3 Folin, Cannon u. Dennis, ebenda 18, 477, 1912/13. 
+ Diese Zeitschr. 140, 457, 1923. 
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spharen zu filtrieren. Der Druck wurde mit einer Stickstoffbombe erzeugt. 
Als Filter dienten die Ultrafeintilter der Membranfiltergesellschaft, Géttin 
gen. Grewohnlich wurden ,,kongodichte’ Filter (50 bis 100 Minutenfilter) 
verwendet. Als Unterlage fiir die Ultrafilter dienten zwei Papierfilter und 
Siebplatten aus nicht rostendem Stahl. 


Die wichtigsten Fehlerquellen und ihre Vermeidung oder Beriicksichtiqung bei 
: der Auswertung der Versuche. 
1. Die Proteindurchlassigkeit der Ultrafilter. 

Die verwendeten Ultrafeinfilter erwiesen sich nicht als véllig eiweil 
dicht. Durch Trockenriickstandsbestimmungen Eindampfen der Ultra- 
filtrate und Trocknen des Riickstandes bei 90 bis 100° C wurde gefunden, 
daB zwischen 0,6 bis 8°, des Proteins durch die Ultrafilter lauft. 

Die EiweiBmengen in den Ultrafiltraten wurden bei jedem Versuch 
einzeln bestimmt und bei der Auswertung der Versuche beriicksichtigt. 


2. Andere Fehlerquellen bei der Ultrafiltration. 
Als weitere Stérungen bei der Ultrafiltration der hier in Betracht 
stehenden Lésungen kommen in Frage: 
a) Adsorption der Base durch das Ultrafilter, 


b) Verschiedene Filtrationsgeschwindigkeiten von Wasser und organi- 
scher Base, deren Molekiildimensionen ja gr6BenordnungsmaBig  ver- 
schieden sind. 


ce) Veranderung der Verteilung der Base in der Lésung wahrend der 
Ultrafiltration als Folge der Konzentrationszunahme des Proteins. 

d) Einstellung Donnanscher Membrangleichgewichte. 

Eine positive Aussage, ob diese Fehlerquellen eine Rolle spielen oder 
nicht, lieB sich dann leicht machen, wenn festgestellt werden konnte, daB 
wahrend der Ultrafiltration einer Base-Proteinlésung sich die Basen- 
konzentration im Ultrafiltrat nicht andert. 


Tatsachlich wurde in mehreren Versuchen beobachtet, daB die Basen- 
konzentration in aufeinanderfolgenden Portionen des Ultrafiltrats praktisch 
konstant blieb, wenn das Ultrafilter zur Vermeidung einer Adsorption 
der Base zweimal mit je 2 ccm der zu filtrierenden Lésung vorgewaschen 
war. Diese Versuche wurden mit Histamin-Gelatinelésungen, deren px 
zwischen 5,5 und 7,0 lag, ausgefiihrt. Zur Ultrafiltration wurden 20-Minuten- 
filter verwendet, die ein schnelles Filtrieren gestatten. In diesen Versuchen 
spielte also keine der oben angeftihrten St6rungsméglichkeiten eine Rolle. 

Bei der Ultrafiltration von Adrenalin —-Gelatine- bzw. Adrenalin—Casein- 
lésungen (pu 5,5 bis 7.0) wurden jedoch haufig starke Anderungen (ge- 
wohnlich Zunahmen) der Basenkonzentration im Ultrafiltrat beobachtet. 
deren Ursachen allerdings bisher noch nicht systematisch unter Ver- 
anderung der Filtrationsdauer, Feinheit der Ultrafilter, des px und der 
iibrigen Konzentrationen verfolgt werden konnte. Erst durch eine weitere 
Untersuchung kénnte entschieden werden, welche der erwaihnten Stérungs- 
moglichkeiten in diesen Versuchen verantwortlich zu machen ist. 


Zur Ermittlung der Basenkonzentration in der intermicellaren Fliissig- 
keit wurde nach den erwahnten Vorversuchen (px der Lésungen zwischen 
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5,5 bis 7,0) so vorgegangen: Das Ultrafilter wurde einmal mit 2 cem det 
zu filtrierenden Losung vorgewaschen und bei der Haupttiltration (15 ccm) 
wurde die Base im 3. und 4.cem des Ultrafiltrates bestimmt. 


Mit Proteinlésungen, deren py auf der sauren Seite des isoelektrischen 
Punktes lag, wurden keine Versuche ausgefiihrt, bei denen die Anderung 
der Basenkonzentration in aufeinanderfolgenden Portionen des Ultra 
filtrates verfolgt wurde. Es ist mdglich, daB sich in diesem py-Gebiet 
Donnansche Membrangleichgewichte st6érend bemerkbar machen. Jeden- 
talls wurde beobachtet, daB die pa-Werte der Ultrafiltrate von sauren odet 
alkalischen Protein-Baselésungen gegeniiber den Ausgangslésungen  er- 
heblich nach dem Neutralpunkt verschoben waren?. 


3. Fehlerquellen bei den Histamin- und Adrenalinbestimmungen. 


Bei den Histaminbestimmungen in den Ultrafiltraten muBte auBer der 
Eigenfarbe, die die Histaminreagenzien beim Mischen liefern, noch die 
Farbt6nung der anwesenden Gelatine mit den Histaminreagenzien beriick- 
sichtigt werden. Die von der Gelatine gegebene Farbt6nung erwies sich 
bei kleinen Konzentrationen ungefahr ihren Mengen proportional. 1 mg 
Gelatine lieferte 4 bis 8 Minuten nach Zugabe der Histaminreagenzien 
diese Zeit kommt fiir die Ablesung der Maximalwerte bei den Histamin- 
bestimmungen in Frage? dieselbe Farbintensitat, die mit 0,0046 mg 
Histamindichlorid erzeugt werden kann. 


Beim Arbeiten mit Adrenalinlésungen muBte die leichte Oxydierbarkeit 
der Base in neutraler und besonders in alkalischer L6sung beachtet werden, 
die sich durch Rot- und spaéter Gelbfarbung der Lésung zu erkennen gibt. 
Deshalb wurde bei diesen Lésungen py 7,0 nicht tiberschritten und méglichst 
unter AusschluB von Sauerstoff gearbeitet. Zur Verdrangung des Sauer- 
stoffs aus den Gelatine- bzw. Caseinvorratslésungen, die zur Herstellung 
der Adrenalin-Proteinlésungen verwendet wurden, wurde etwa_ 1 Stunde 
lang ein mit Kaliumpermanganat- und Pyrogallollésung gewaschener 
Wasserstoffstrom durch die Lésung geschickt. Wahrend der Ultrafiltration 
wurde durch die Auffangréhre fiir die Ultrafiltrate Wasserstoff geleitet. 

Weiterhin war bei den Adrenalinbestimmungen zu_beriicksichtigen. 
daB in Gegenwart von Histamin die Resultate zu hoch ausfallen, obwohl 
Histamin keine Eigenfarbe mit den Adrenalinreagenzien liefert. Bei An- 
wesenheit der gleichen oder dreifachen Molzahl Histamin wurden um rund 
4°. gréBere Werte gefunden. 


IV. Besprechung der Ergebnisse. 


Die vorstehenden Versuche zeigen deutlich, daB zwischen Basensalz 
und Protein in wiasseriger Lésung vom py abhangige, leicht  ver- 


schiebliche Gleichgewichte bestehen. Es bleibt allerdings die Frage 
offen, ob die Bindung der organischen Basen als Salzbildung oder als 


1 David M. Greenberg u. Max Greenberg beobachteten, dali bei det 


Ultrafiltration von Alkali-Caseinatlésungen Donnan-Gleichgewichte aut 
treten; J. of biol. Chem. 94, 373, 1931. 
2 Koessler u. Hanke, |. ce. 
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Adsorption aufzufassen ist. Die py-Abhingigkeit der Bindung auf der 
alkalischen Seite des isoelektrischen Punktes laBt sich sowohl mit der 
einfachen chemischen Betrachtungsweise Loebs und der russischen 
Autoren deuten, als auch als Anreicherung an Grenzflachen auf Grund 
des Gibbsschen Theorems. Falls es sich um Adsorptionserscheinungen 
handelt, miiBte man zum Verstandnis der py-Abhangigkeit der Bindung 
die bekannten Tatsachen heranziehen, dab undissoziierte Sauren und 
Basen bedeutend starker an Grenzflichen angereichert werden als 
ihre Ionen, und daB viele Eigenschaften der Proteine (elektrische 
Aufladung, Hydratation, TeilchengréBe usw.) vom py abhangen. 


Die Einstellung leicht beweglicher Gleichgewichte, die ,, Austausch- 
bindung’’ bzw. die  ,,Austauschadsorption’ interessiert fiir den 
Mechanismus der Alkaloidwirkung. Die Anschauungen von W. Straub', 
von K. Zipf* u.a. lassen sich mit den hier beschriebenen Bindungs- 
verhaltnissen deuten. 


Es wird allerdings nétig sein, das in dieser Arbeit beigebrachte 
experimentelle Material in vielfacher Hinsicht zu erweitern. Die Kennt- 
nisse tiber den chemischen Wirkungsmechanismus der Pharmaka und 
iiber _Immunitatsvorginge*® sind nicht zuletzt deshalb so gering, weil 
bisher nur wenig Erfahrungen an Modellversuchen — also chemisch 
definierten Systemen -— vorliegen. 

Fiir kiinftige Versuche wire es wichtig zu priifen, ob sich kérper- 
eigene Proteine (vor allem Serumproteine) bei der Bindung organischer 
Basen ebenso verhalten wie Gelatine und Casein gegeniiber Adrenalin 
und Histamin. Vielleicht wird auf diesem Wege die bisher noch véllig 
ungeklarte Frage, warum die Aufnahme eines Alkaloids an der ,,Erfolgs- 
stelle’’ so ungeheuer begiinstigt ist, der Lésung naher gebracht werden. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde mit Hilfe der Ultrafiltration die Bindung von Histamin 
und Adrenalin an Gelatine in Abhangigkeit vom py untersucht. Es 
ergab sich, daB die gebundene Basenmenge beim isoelektrischen Punkt 
klein ist und bei steigendem py stark zunimmt. Bei den angewandten 
Konzentrationen wurde bei etwa py 6,4 der grébte Betrag an Base 
gebunden. Im py-Bereich 6,0 bis 7,0 werden das einséurige Adrenalin 
und das zweisiurige Histamin unter gleichen Konzentrationsverhalt- 
nissen nahezu aquimolekular aufgenommen (Abb. 1). 


1 W. Straub, Arch. d. fisiol. 1, 65/66, 1904. 

2 K. Zipf, |. c. 

3 Fiir die Chemie der Immunkérper wird man die Bindung hdéher 
molekularer Basen studieren miissen. 
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2. Bei konstantem py lieB sich die Verteilung der Basen auf inter- 
micellare Fliissigkeit und Proteinmicellen durch die Freundlichsche 
Adsorptionsisotherme darstellen. Die Bindungskurven des Adrenalins 
an Gelatine und an Casein haben bei gleichem py einen sehr abnlichen 


Verlauf (Abb. 2 und 3). 


3. Es wurde gezeigt, daB Histamin Adrenalin aus seiner Bindung 
an das Protein zum Teil verdrangen kann. Die Bindung von Adrenalin 
an Casein folgt auch in Gegenwart von Histamin der Adsorptions- 


isotherme (Abb. 4 und 5). 


Herrn Professor Dr. fF. Kégl (Utrecht), auf dessen Anregung die vor- 
hegende Untersuchung entstanden ist, bin ich fiir die vielseitige Férderung 
bei der Durchfiihrung der Arbeit zu grobem Dank verpflichtet. 

Der I. G. Farbenindustrie, Werk Héchst, habe ich fiir die freundliche 
Uberlassung von Histamin und Adrenalin sehr zu danken. 
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Uber die Bindung organischer Basen an Proteine. 


Il. Mitteilung: 
Die Peptisation des Caseins durch Adrenalinbase'. 


Von 


Gerhard Biittner. 
(Aus dem allgemeinen Universitaétslaboratorium in Gdttingen.) 


(Eingegangen am 5, Dezember 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der vorangehenden Arbeit? wurde die Wechselwirkung zwischen 
Proteinen und den Hydrochloriden organischer Basen in Gegenwart 
von Natronlauge oder Salzsiiure behandelt. Die Ergebnisse lassen aber 
nicht entscheiden, ob Salzbildung oder Adsorption vorliegt. Die An- 
wesenheit von Ionen starker Elektrolyte erschweren die Deutung der 
Bindungsverhaltnisse auBerordentlich. 

Es war deshalb von Interesse, den einfachsten Fall, die Umsetzung 
einer freien Base mit einem Protein kennenzulernen. Es wurde das 
System Casein—-Adrenalinbase gewahlt. Casein und Adrenalinbase 
sind in Wasser schwer lésliche Stoffe. Wenn sie zusammen in wasseriger 
Suspension geschiittelt werden, gehen sie je nach den Mengenverhalt- 
nissen ganz oder zim Teil in Lésung. Sind beide Stoffe gelést, so laBt 
sich die Verteilung des Adrenalins auf intermicellare Fliissigkeit und 
Caseinmicellen aus den Einwagen und wie in der vorangehenden Arbeit 
mit Hilfe der Ultrafiltration bestimmen. Uberdies kann man mittels 
der kolorimetrischen Adrenalinbestimmungsmethode von Folin, Cannon 
und Denis* die Verteilung des Adrenalins auch dann ermitteln, wenn 


1 Vgl. Inaugural-Dissertation ..Uber die Bindung organischer Basen 
an Proteine’. Géttingen 1930. 

2 Diese Zeitschr. 258, 401, 1933. 

3 Folin, Cannon u. Denis, J. of biol. Chem. 18, 477, 1912/13. 
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Casein zum Teil ungelést als Bodenkérper zuriickbleibt!. Die Moglich- 
keit, die vollstandige Verteilung des Peptisationsmittels (Adrenalin- 
base) auf die intermicellare Fliissigkeit, gelésten und ungelésten Boden- 
kérper zu bestimmen, war dadurch gegeben, daB sich Adrenalin in 
Gegenwart vom Casein quantitativ nachweisen labt. Der Weg ist 
einfach. Das vom ungelésten Casein gebundene Adrenalin ergibt sich 
aus der Differenz von Einwage und der in der Gesamtlésung nach- 
gewiesenen Basenmenge. Den vom peptisierten Casein gebundenen 
Anteil erhalt man aus der Differenz des in der Gesamtlésung und in der 
intermicellaren Flussigkeit nachgewiesenen Adrenalins. 


Es wurden drei Versuchsserien mit verschiedenen Caseinpraparaten 
nach Hammarsten* (bezeichnet mit I, Il, I11) unter Variation der Ein 
wagen an Casein und Adrenalinbase ausgefiihrt. Die beiden Stoffe wurden 
gewohnlich mit 50cem Wasser in Einschmelzréhren unter Ausschlubs von 
Sauerstoff und Licht solange geschiittelt, bis keine wesentliche Veranderung 
der Verteilung des Adrenalins mehr eintrat (6 bis 12 Tage). 

Das ungeléste Casein wurde im Versuch 1 durch Filtration und in 
den Versuchen 2 und 3 durch Zentrifugation von der Loésung abgetrennt. 
Die Menge des ungelésten Caseins wurde innerhalb einer Versuchsserie 
stark variiert. Im Versuch 1 schwankte sie zwischen 0.05 bis 7,2 g, im 
Versuch 2 zwischen 0,02 und 11,2 g und im Versuch 3 zwischen 0,05 bis 2,0 g. 

Die peptisierte Caseinmenge wurde durch Trockenriickstandsbestim- 
mungen bei 90 bis 100° ermittelt. Bei der Berechnung der gebundenen 
Adrenalinmengen wurde die Volumenzunahme durch Auflésung des Caseins 
beriicksichtigt, aber die Adrenalinkonzentration im Hydratationswasse! 
der Micellen und in der intermicellaren Fliissigkeit gleichgesetzt °. 

Die pro Gramm ungeléster Bodenkérper gebundene Adrenalinmenge 
war je nach der Menge des ungelést gebliebenen Anteils verschieden. Sie 
lag im Versuch | zwischen 2 und 16 mg, im Versuch 2 zwischen 3 und 7 mg 
und im Versuch 3 zwischen 2 und 35mg. In allen Fallen war sie um so 
gréBer, je weniger Casein unpeptisiert blieb. 


Die Untersuchung der Verteilung des gelésten Adrenalins auf 
peptisiertes Casein und intermicellare Fliissigkeit fiihrte zu zwei be- 
merkenswerten Ergebnissen : 


1. Im Gegensatz zu den Versuchen der vorangehenden Arbeit 
zeigte sich, daB die Adrenalinkonzentration in der intermicellaren 
Fliissigkeit in keiner einfachen Beziehung zu dem Adrenalin steht, 
das vom peptisierten Casein pro Gewichtseinheit gebunden ist. Es ist 
also fraglich, ob man es mit wirklichen Gleichgewichten zu tun hat. 


1 Es war besonders interessant. die Versuche in dieser Art auszufiihren 
im Zusammenhang mit den von Wo. Ostwald studierten Peptisations- 
vorgingen (.,Bodenkérperregel"*), vgl. besonders Koiloidzeitschr. 48. 
259, 1927. 

2 Uber weitere experimentelle Einzelheiten sei auf die Dissertation 
(l.¢.) und auf das Kapitel II] (Methodik) der vorangehenden Arbeit (diese 
Zeitschr. 258, 409, 1933) verwiesen. 
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2. Eine GesetzmaBigkeit findet man jedoch, wenn man in ein 
Koordinatensystem auf der Abszisse die Gewichtsteile des vom pepti- 
sierten Casein gebundenen Adrenalins und auf der Ordinate die der in 
Lésung gegangenen Caseinmenge eintragt (Abb. 1 und 2). Bei den 
Versuchen | und 3 ordnen sich die Punkte deutlich auf Geraden, beim 
Versuch 2 nur angendhert (© 0: ®@ @). Die Geraden gehen nicht 
durch den Ursprung, sondern schneiden die Ordinate bei etwa 30 bis 
70 mg. Dieser Wert entspricht der Léslichkeit der verwendeten Casein- 
priparate in Wasser bei Abwesenheit von Adrenalin. 
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Abb. 1. 
Die Abstinde zwischen den gekreuzten und den durch Kreise bzw. Quadrate markierten 
Punkten (Versuch 1: (© <x; Vorversuche [) <) geben die Adrenalinmenge in der 
intermicellaren Fliissigkeit an. 








Innerhalb jeder Versuchsserie ist das durch Adrenalin peptisierte 
Casein pro Gewichtseinheit immer mit ungefaihr der gleichen Basen- 
menge verbunden, und zwar kommen im Versuch | auf 2850 g pepti- 
siertes Casein (Caseinpraparat I), bei den Versuchen 2 und 3 auf rund 
4300 g je 1 Mol Adrenalinbase (Caseinpraparat II und III)*. Das gilt 
unabhingig von der angewandten Bodenkérpermenge. Ferner hat 
innerhalb weiter Grenzen die Versuchsdauer keinen erheblichen EinfluB 
auf das Bindungsverhiltnis. In einigen Vorversuchen wurde die Versuchs- 


* Als Aquivalenzgewicht des Caseins in seinen Salzen mit Basen wird 
1135 angegeben, vgl. Kestner, Chemie der EiweiBkérper, 4. Aufl., 8. 305. 
Braunschweig 1925. 
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dauer zwischen 2 Stunden und 2! , Tagen variiert und dasselbe Casein- 
praparat (1) verwendet wie im Versuch 1. Die erhaltenen Punkte fielen 
dann mit der Geraden in der Abb. 1] zusammen, wenn die reagierende 
Oberflache des Caseins groB war (Abb. | ). Trat dagegen Klumpen- 
bildung ein, so hatte bei kurzer Versuchsdauer das peptisierte Casein 
mehr Adrenalin gebunden, als dem Verlauf der Geraden in Abb. | 
entspricht. 


Tragt man in den Abb. 1 und 2 statt des vom peptisierten Casein 
gebundenen Adrenalins, die in der Gesamtlésung nachgewiesene Basen- 
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Die Abstiinde zwischen den gekreuzten und den durch Kreise markierten Punkten (Ver- 
such 2: C <; Versuch 3: @ x) geben die Adrenalinmenge in der intermicellaren 
Flissigkeit an. 


menge auf der Abszisse auf (gekreuzte Punkte in Abb. 1 und 2), se 
zeigt sich kein Zusammenhang mit der peptisierten Caseinmenge. Die 
Abstande zwischen den gekreuzten und den zugehérigen durch Kreise 
markierten Punkten geben jeweils die Adrenalinmenge in der inter- 
micellaren Fliissigkeit an. 

Ist mehr Adrenalinbase vorhanden, als zur vollstandigen Auflésung 
des Caseins notwendig ist, so wird das iiberschiissige Adrenaiin vom 
peptisierten Casein weiterhin gebunden. 

Die Adrenalinkonzentration in der intermicellaren  Fliissigkeit 
variiert auBerordentlich bei den verschiedenen Versuchen. Nur in 
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einem Falle entspricht sie der Léslichkeit der Adrenalinbase in Wasser, 
in allen anderen Fallen wurde sie kleiner gefunden. 

Von allen experimentellen Befunden dieser Peptisationsversuche 
ist am wichtigsten die Tatsache, daB Casein pro Gewichtseinheit dann 
mit ungefihr der gleichen Adrenalinmenge verbunden in Lésung geht, 
wenn ein Teil des Proteins als ungeléster Bodenkérper zuriickbleibt. 
Dieses Ergebnis ist in zweitacher Hinsicht bemerkenswert : 


1. Man kénnte erwarten, daB das ,,polybasische** Casein je nach 
dem Mischungsverhaltnis Adrenalin zu Casein verschiedene ,,Adrenalin- 
caseinate** bildet. 

2. Casein verhalt sich bei diesen Versuchen wie eine einheitliche 
Verbindung, obwohl K. Linderstrém-Lang' dieses Protein mit alkoholi- 
scher Salzsiure reversibel in Fraktionen zerlegen konnte, die sich stark 
im Phosphor-, Tryptophan- und Tyrosingehalt unterschieden. Die 
Vermutung, daB bei der Peptisation des Caseins durch Adrenalinbase 
die leichter peptisierbaren Komponenten bevorzugt wiirden, und daf 
dadurch eine Abhingigkeit der gelésten Caseinmenge von der an- 
gewandten Bodenkérpermenge verursacht wiirde, trifft nicht zu. 
Adrenalinbase bewirkt keine gleichartige Spaltung des Caseins in die 
Komponenten. 

Von besonderem Interesse sind diese beiden Befunde im Zusammen- 
hang mit einer Arbeit von S. P. L. Sdrensen und J. Sladek iiber die 
Auflésung des Caseins durch Natronlauge*, in der die Autoren die 
beobachteten Léslichkeitsverhaltnisse des Caseins in Natronlauge auf 
die Uneinheitlichkeit und auf den polybasischen Charakter des Proteins 
zurickfihren. 

Zur weiteren Charakterisierung der Reaktion zwischen Adrenalin- 
base und Casein war es interessant, den EinfluB sterischer Verhaltnisse 
zu untersuchen. Es wurde deshalb an Stelle des bisher gebrauchten 
l-Adrenalins die racemische Base verwendet. 

Zum Auflésen einer bestimmten Caseinmenge ist ein aus den 
beschriebenen Versuchen ersichtlicher Betrag Adrenalinbase erforderlich. 
Nimmt man einen Uberschu8 der Base, so geht zunachst das Casein 
mit der nétigen Menge Adrenalinbase in Lésung*. Unterbricht man den 
Versuch nach Auflésung des Caseins, so kann man den Adrenalin- 
riickstand auf seine Drehung untersuchen. Es konnte jedoch keine 


1 K. Linderstrém-Lang, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 
76. 1928. 

2 8S. P. L. Sérensen u. J. Sladek, Kolloidzeitschr. 49, 16, 1929. 

3 Allmahlich lést sich auch die iiberschiissige Base auf, indem sie von 
dem in Lésung gegangenen Casein weiter gebunden wird. 
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Bevorzugung eines optischen Antipoden bei der Peptisation des Caseins 
durch racemische Adrenalinbase nachgewiesen werden!. 


Zusammenfassung. 

Casein wurde durch Adrenalinbase peptisiert und die Verteilung 
der Base auf geléstes sowie ungeléstes Casein und auf die intermicellare 
Flissigkeit ermittelt (Abb. 1 und 2). Dabei ergab sich: 

1. Die vom peptisierten Casein gebundene Adrenalinmenge steht 
in keiner einfachen Beziehung zur Basenkonzentration in der inter- 
micellaren Fliissigkeit. 

2. Bei Verwendung des gleichen Praparates geht Casein unab- 
hingig von der ungelésten Bodenkérpermenge und innerhalb weiter 
Grenzen unabhangig von der Versuchsdauer pro Gewichtseinheit stets 
mit der gleichen Menge Adrenalin verbunden in Lésung. 


3. Bei der Peptisation des Caseins durch racemisches Adrenalin 


wird kein optischer Antipode bevorzugt. 


Herrn Professor Dr. PF. Koéql, aut dessen Anregung che vorlegende 
Untersuchung entstanden ist. bin ich fiir die vielseitige Férderung bei det 
Durchfithhrung der Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 

Der I. G. Farbenindustrie. Werk Héchst, habe ich fiir die freundliche 
Uberlassung von Adrenalin sehr zu danken. 


1 Versuche ahnlicher Art zum Nachweis einer bevorzugten Adsorption 
eines optischen Antipoden an optisch-aktive Stoffe sind wiederholt durch- 
gefiihrt worden; die Versuche von Willstdtter, Ber. d. Deutsch. chem. Ces. 
37, 3758, 1904; Keeser, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 129, 236, 1928, 
fiihrten nicht zu einer selektiven Adsorption. Dagegen hatten Versuche 
mit racemischen Farbstoffen ein positives Ergebnis: Porter u. Jhrig, J. Amer. 
Soc. 41, 1264, 1919; 45, 1990, 1923: Morgan u. Skinner, J. chem. Soc. 127, 
1731, 1925; Ingersoll u. Adams, J. Amer. Soc. 44, 2930, 1922; Brode u. Adams, 
ebenda 48, 2193, 2202, 1926; vgl. auch die selektive Adsorption von racemi 
scher Mandelsaiure an inaktivem Material bet Gegenwart von Alkaloiden: 
Fischgold u. Ammon, diese Zeitschr. 234, 39, 1931. 





Biochemische Zeitschrift Band 258. 
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Chemisch-stratigraphische Untersuchungen 
der Sedimentmetamorphose eines Waldsees. 


Von 


Waldemar Ohle. 


(Aus der Hvydrobiologischen Anstalt der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft 
zu Pl6én.) 


(Eingegangen am 10, Dezember 1932.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Zersetzung organogener Substanzen hat in den letzten Jahren 
immer mehr an Interesse fiir die geologischen und chemischen For- 
schungen gewonnen. 

Lange Zeit wurde es als selbstverstandlich angenommen, dal die 
Cellulose, der iberwiegende Membranbestandteil fast aller lebenden Pflanzen- 
zellen, den Grundstock der heute gef6rderten Kohle abgab. Mit der Lignin- 
theorie von Fr. Fischer und Schrader (1921) aber wurde erklart. da®B nicht 
der hydrolysierbare Anteil, sondern das Lignin als vorwiegendes Ausgangs- 
material der Kohle zu gelten habe. Um einen klaren Einblick in die Bildungs- 
weisen der Kohlen zu bekommen, war es gegeben, vergleichende Unter- 
suchungen dort anzustellen, wo sich noch heute  Inkohlungsprozesse 
(H. Potonié, 1908 bis 1911) abspielen, némlich in  Torfmooren  (u.a. 
Fr, Fischer, H. Schrader und A. Friedrich, 1920). Auch die kaum ver 
anderten Ausgangsprodukte der Vermoderung und Vertorfung wurden 
analysiert (fr. Fischer und R. Lieske, 1928; Waksmann und Stevens, 1929; 
W. Fuchs, 1930 usw.). 

Als weiterer Beitrag zur Festigung der Lignintheorie soll die Aus- 
wertung der in dieser Abhandlung beschriebenen Untersuchungen 
dienen. Von limnologischen Problemen ausgehend, welche sich bei der 
Behandlung der Humositiétsfragen der ,,Schwarzwasser“’ und der 
Binnenseen tiberhaupt ergaben, stellte sich Verfasser die Aufgabe, 
Analysen von Seesedimenten vorzunehmen, um zu erfahren, welche und 
wieviel der Stoffwechselprodukte bzw. welche ihrer Uberreste unab- 
gebant abgelagert werden. Auf diesem Wege hofft Verfasser, der 
dringlichen Forderung nach Aufklarung der Natur von in Binnenseen 
molekular- bis kolloiddispers gelésten organischen Zersetzungsprodukten 
niher zu kommen. Vor allen die Laubdyseen (Lundbeck, 1926) — von 
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Koppe (1924) als Waldhumusseen bezeichnet - mit iiberwiegend 
allochthoner Blaitterbeschickung scheinen sehr geeignet fiir die Er- 
forschung der anaeroben Vertorfungs- und Inkohlungsprozesse zu sein. 
Der Kleine Ukleisee bei Plén in Holstein, ein kalkarmer, durch organische 
Stoffe braunlich gefarbter, eutropher Waldsee, wurde hierfiir aus- 
gewahlt. Im Rahmen einer unter Leitung von Herrn Privatdozent 
Dr. £. Wasmund durchgefiihrten monographischen Bearbeitung desselben 
wurden seine Sedimente chemisch analysiert, wobei vorerst den or- 
ganischen Bestandteilen besonderes Interesse gewidmet wurde. 

Der See hat ungefahr ein Oberflachenareal von 2,5 ha und ist maximal 
16m tief. Er hat oberirdisch weder Zu- noch AbfluB. Seine Utferhange 
sind bewachsen mit Quercus, Fagus, andererseits besonders mit Picea. 
Am Ufer selbst stehen Betula und Alnus. (Die Probeentnahme erfolgte mit 
Hilfe eines Schlammbohrers, Lunzer Modell). 

In folgender Tabelle sind die gefundenen Sedimente mit der in 
der Limnologie iiblichen Nomenklatur bezeichnet und die zugehérigen 
Tiefen sowie die Nummern der Proben hinzugefiigt worden. 











aunts Probe Schlammart 
m Nr 
12,5—13,5 0 
13.5 rotlich-braune 
l 
2 
| 3 
14.0 
4 Laubdy (Lundheck, 1926) 
5 
a 6 braune 
14,5 
7 Wird mit zunehmender 
S Tiefe gallertartiger 
9 
Ya -dunkelbraune Grenzschicht 
v 10 
15,0 | 
Blatter griingraue 
11 | Laubaytt 
12 | aubgyttya 
ie 13 -viele Blatter 
15,5 
13a »Humoser Sand am Bohrgewinde! 


Zum Vergleich wurden auBerdem Uferproben untersucht. Nr. A: 
Eichenmischwaldboden, Nr. B: Fichtenwaldboden, Nr. C: Fichten- 
nadelmull (starker zersetzt als die anderen Proben). Die chemische Unter- 
suchung wurde nach folgender Methode vorgenommen: Trocknen der 
gesamten Substanz bei 105° usw. Methoxylbestimmung nach Zeise/, 
Kirpal und Biihn (Houben-Weyl, 1923). Im Hinblick auf das wenige 
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Material muBten die weiteren Bestimmungen von der noch zur Ver- 
fiigung stehenden Substanz nacheinander vorgenommen werden: 
Wasserlésliches (ahnlich wie Stockfisch und Benade, 1929), Benzol- 
Alkohollésliches. Ligninbestimmung (Keppeler, 1920; Gothan und 
Benade, 1930). Die fiir die Léslichkeitsbestimmung in Wasser und 
Benzol-Alkohol verwandten Filter wurden auch hydrolysiert und dafiir 
eine genau ermittelte Ligninkorrektur angebracht. Das so erhaltene 
Lignin wurde schlieBlich gegliiht und ergab, wie die mikroskopische 
Untersuchung zeigte, ausschlieBlich feine SiO,-Teilchen, die im folgen- 
den einfach als Sand bezeichnet werden. Die Differenz Unhydrolysier- 
bares und Sand lieferte den Ligninwert. 

Zuniachst soll auf die Methoxylbestimmungen eingegangen werden. 
Die lebende pflanzliche Zelle besteht bekanntlich hauptsichlich aus 
der Zellmembran, die sich, soweit heute bekannt ist, im wesentlichen 
aus Cellulose, Hemicellulose, Lignin und Pektinstoffen zusammensetzt. 
Aus dem Zellplasma sind in geringer Menge eine ganze Menge von 
Kohlenhydraten, EiweiBstoffen, Fetten, Olen usw. bekannt. 

Die Zellmembran, die uns als Trager des Lignins besonders interessiert, 
enthalt in den verschiedenen Pflanzenteilen sehr differente Mengen an 
Lignin bzw. Cellulose. Je weniger Lignin, desto mehr Pektin ist aber der 
Cellulosemembran ein- oder aufgelagert. Da aus Pektin wie aus Lignin 
sehr leicht Methylalkohol und Essigsiure abgespalten werden kénnen und 
die Tetragalakturonsaure, das Kernstiick der Pektinstoffe, Neigung zeigt, 
heterocyklische Verbindungen, vor allem Furanringe zu bilden, hat Ehrlich 
geschlossen, da das Lignin in der pflanzlichen Zelle wahrscheinlich aus 
dem Pektin hervorgeht. 

Zum Verstandnis der Abb. 1 ist wichtig, daB neben dem Lignin 
auch die Pektinstoffe Methoxyl enthalten. AuBerdem hat die Humin- 
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saure pro Molekeleinheit — die Molekelgré8e wurde noch nicht ermittelt 
~- eine Methoxylgruppe (Fuchs und R. Daur, 1931), wahrend die 
Molekeleinheit des Lignins — auch hier fehlt noch die GréBe des 
Molekiils — vier Methoxylgruppen aufweist. Cellulosen und Hemi- 


+2 Te 


—_ arn wa 


fam Gee 


~~ fee ~~ — - 


— = Ts 








p> 





Sedimentmetamorphose eines Waldsees. 423 


cellulosen sind frei von CH,O. Von den genannten drei Substanzen, 
die alle in den Ukleisee kommen miissen, hat also das Lignin weit am 
meisten Methoxylgruppen und macht sich demzufolge am_ starksten 
bemerkbar. Zum Vergleich werden zweckmabig die Ligninbestimmungen 
in Abb. 2 beachtet. Alle aufgefiihrten Werte, mit Ausnahme des Sand- 
gehaltes selbst (s. Tabelle), sind auf sandfreie Substanz berechnet 
Der Ligninwert von Probe 7 fehlt. 


Man erkennt deutlich eine Zunahme des Methoxyl- und des Lignin- 
gehaltes bis Probe 5, die aus 1,75m Tiefe stammt. Dann weicht die 
Methoxylkurve unter heftigen Schwankungen zuriick. Der Lignin- 
prozentsatz wachst bis zum Diluvium an. Infolge des Abbaues der 
Cellulose erfolgt eine relative Anreicherung des Lignins. Der Methoxyl- 
gehalt desselben aber nimmt ab, d.h. es geht allmahlich eine Veran- 
derung der Konstitution des Lignins bzw. seiner Huminabkémmlinge 
vor sich. Zu den beiden Kurven ist besonders zu sagen, daB nicht zu 
jeder Zeit gleiche Mengen an allochthonen Blattmassen in den See 
gelangt sind. Infolgedessen spiegelt sich neben den Abbauprozessen 
auch die Frequenz der Blattbeschickung wieder. 


Abb, 2a. 
Ligningehalt der sandfreien Proben. 


Abb. 2b. 

Ligningehalt der Substanzmengen, 
welche sich nach Subtraktion aller im 
Laufe der Analyse bekanntgewordenen 
Stoffe von der Menge der natiirlichen 
Probe ergeben haben. (Siehe S. 427.) 





In Abb. 2b sind die Ligninwerte nur nach der fiir die Cellulose und 
das Lignin nach Subtraktion aller iibrigen bekannten Anteile zuriick- 
bleibenden Quantitat berechnet: vor allem die Fette und Wachse 
(Benzol-Alkohollésliches) der Gyttja muBten dabei Beriicksichtigung 
finden. Abb. 2b zeigt daher noch deutlicher als Abb. 2a die relative 
VergréBerung des Ligningehaltes. Bei Probe 8 hat der Methoxylgehalt 
ein auBerordentlich starkes Maximum, die Ligninkurve aber ist hier 
auffallig zuriickgewichen. Verfasser nimmt an, da dieses merkwiirdige 
Verhaltnis von Lignin zu Methoxyl durch den Pektingehalt unver- 
holzter Pflanzen, in diesem Fall Hydrophyten, zustandegekommen. ist. 
Ein solches Vegetationsmaximum ist sehr wohl durch die Annahme einer 
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Versumpfung durch Absinken des Seespiegels erklarlich, welche in 
der subborealen Klimaperiode der Litorinazeit erfolgt sein kann. Viel- 
leicht spielt hier auch das postglaziale Temperaturoptimum eine Rolle. 
In der darauf folgenden Klimaverschlechterung mu dann der Spiegel 
wieder gestiegen sein, so daB diese Vegetation bald wieder zum gréBten 
Teil verschwand. Es ist nicht ausgeschlossen, daB die starken Schwan- 
kungen der Kurven, vor allem zwischen Probe 5 und der Grenzschicht. 
das Bild mehrmaliger Wasserstandinderungen darstellen, welche zum 
Teil auch zur Versumpfung gefiihrt haben kénnen. 

Eine Ligninanreicherung ist schon zwischen dem_ ,,Nadelwald- 
boden* und ,,Nadelmull* (s. S. 421) zukonstatieren, dazu eine bedeutende 
Abnahme des Methoxylgehaltes. Lignin- und Methoxylwerte sind bei 
dem Eichenbuchenwald kleiner als bei dem Nadelwaldboden. Der 
Celluloseabbau geht offenbar an der Luft schneller als unter anaeroben 
Bedingungen vor sich. 

In der Probe 13 sind besonders zahlreiche Blattfossilien gefunden 
worden, die ihre Zellstruktur sehr wohl bewahrt hatten. Die Analyse und 
Berechnung ergab, daB nur héchstens 15,0°,, Cellulose (von den 15°, stellt 
ein Teil Humin dar) vorhanden gewesen sein kénnen. Die Zellerhaltung 
durch Lignin allein (Fischer und Lieske, 1928) kann somit bestatigt werden. 

Fiir die Limnologie ist es von groBber Wichtigkeit, ob in Seewiassern 
Huminsduren vorhanden sind, wie es oft leichthin in der Literatur 
behauptet wird. Zur Nachpriifung dieser Angaben wurden 5 Liter 
Oberflichenwasser des Kleinen Ukleisees eingedampft und an dem 
Riickstand eine Methoxylbestimmung ausgefiihrt: Abdampfriickstand 

35,4 mg/L; % CH,O des Riickstandes = 0,35; Methoxyl des See- 
wassers = 0,12 mg/L. Es ist somit wahrscheinlicher geworden, daB 
Huminsauren (W. Fuchs, 1931) in SiiBwassern gelést sein kénnen. 
Der Beweis ist noch nicht geliefert, denn es kénnte vielleicht Methy!- 
alkohél von durch Mikroben zersetztem Pektin vorgelegen haben. 
Weiterhin ist noch nicht erwiesen, ob die Huminsauren, die sich 
chemischen und biochemischen Agenzien gegeniiber allerdings sehr 
resistent verhalten, nicht doch schon eine Veranderung erlitten haben. 
Die Huminsaiuren (Sven Odén, 1919) sind zur Hauptsache wasser- 
unléslich. Man kennt jedoch die Wasserléslichkeit der Alkalihumate 
(Fuchs und Horn, 1930), auf deren nichtkolloidale Natur schon Odén 
hingewiesen hat. In den erdalkaliarmen Humuswissern ist das Ver- 
haltnis (Na,O + K,O) zu (CaO + MgO) sehr zugunsten der Alkalien 
verschoben (Lundqvist, 1924), und es ist nicht ausgeschlossen, daB es 
Alkalihumate sind, welche der in diesen Seetypen beobachteten Disso- 
ziation der Humusstoffe zugrunde liegen (Ohle, 1932/33). Ist der Nenner 
des angefiihrten Bruches bedeutend gréBer, so kénnen fast nur 
kolloiddisperse oder suspensoide Lésungen entstehen. 
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Im weiteren soll auf die Benzol- Alkoholausziige eingegangen werden. 
Schon makroskopisch waren die unteren von den oberen Fazies der 
Bohrserie unterscheidbar. In der Abb. 3 werden die Schichten vom 
Diluvium bis zur Grenzschicht als typische Gyttja erkannt; denn der- 
artige Mengen von Fett- und Wachsderivaten kénnen nur aus reichlicher 
Mikroflora und -fauna stammen. Die tippige Planktonvegetation ist 
offenbar mit dem Einsetzen der tibermabigen Blatterbeschickung des 
Sees eingegangen. Die Laubgyttja unterscheidet sich also, wie immer, 
auch hier durch ihren mehr allochthonen Ursprung von der Laubdy. 
Die in der Abbildung von 14,25 bis 14,75 m Tiefe konstatierten starken 
Schwankungen werden mit der oben besprochenen Seespiegelsenkung 
und dadurch bewirkten Planktonverinderung zusammenhingen. Als 
Erginzung der Lignin- und Methoxylwerte diente bei den Sediment- 
studien weiterhin die Bestimmung der wasserléslichen organischen 
Anteile. Bis zur Tiefe von 











14,25 m wurde eine rapide Ab- | ~ we ‘| : 
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die Wasserléslichkeit der or-  ° , 
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ganischen Bestandteile kann Benzol-Alkohollésliches der sandfreien Proben 


hier aus Griinden der Raum- 

ersparnis nicht naher eingegangen werden. In einer spateren Arbeit 
sollen die interessanten Ergebnisse naiher behandelt und zuniichst 
nur auf die wichtigsten Daten aufmerksam gemacht werden. 


Beim Vergleich der wasserléslichen organischen Substanzen mit 
dem Phosphorgehalt der Proben zeigten sich sehr deutliche Parallelen. 
Phosphorsaure liegt in den pflanzlichen Zellen als Lecithin, Nuclein- 
siure und auBerdem als Phytin vor. Es scheint fiir die hier behandelten 
Fragen von besonderer Wichtigkeit zu sein, daB das Lecithin zu Ad- 
sorptionsverbindungen mit Kohlenhydraten neigt. Wenn diese naimlich 
in den See gelangen, so muB damit auch der Phosphatgehalt des Wassers 
angereichert werden. Damit ist eine Erklirung gefunden fiir den im 


Verhaltnis zu sonst bekannten Seen hohen Phosphorgehalt gewisser 
humoser Gewisser (Lundqvist, 1924: Yoshimura, 1932), der es unméglich 
macht, dieselben in die Reihe der P-Trophiegrade unserer anderen 
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Gewisser einzuordnen. Denn der P-Standard vermag trotz seines 
hohen Wertes als Minimumfaktor zu wirken (Naumann, 1932). 

Der Phosphorgehalt der Laubdy ist bedeutend gréBer als derjenige 
der Laubgyttja. Daraus geht hervor, da dieses Element mit den 
Blattern bzw. mit den daraus gelaugten organischen Anteilen in das 
Wasser und die Sedimente gelangt. Dasselbe gilt fiir den Calcium- und 
den Eisengehalt. Das Eisen lag fast ausschlieBlich als Disulfid vor, 
worauf auch die unter dem Mikroskop gefundenen zahlreichen Markasit- 
kristalle hindeuten. 

Der Sandgehalt, der fiir die Prozentberechnung der Analysen be- 
kannt sein muBbte, ergab ebenfalls interessante Aufschlisse. In der 
Laubgyttja, mit Ausnahme der Probe 13, befanden sich bedeutend 
weniger Kieselsiureteilchen als in der Laubdy. Das kann nur die Folge 
eines veranderten Uferbewuchses sein. In dem obersten Meter des 
Sedimentes zeigt die Sandkurve ein Maximum von 30,68°,. Diese 
gewaltige Einschwemmung von feinsten Sandpartikelchen wird erfolgen, 
seitdem um den See in historischer Zeit ein Weg angelegt wurde. 

Die hier besprochenen Sedimentuntersuchungen sollen weiterhin 
der Geologie wichtiges Material in die Hand geben. Das viel diskutierte 
Problem der Abdichtung eines Seebeckens gegen das Grundwasser 
kann in dem vorliegenden Spezialfall naher erértert werden. Verfasser 
glaubt, daB hier durch die organischen Gele der Sedimente ein fast 
idealer AbschluB erfolgt ist; denn die Analysen sind nur so zu verstehen, 
daB das Grundwasser, welches in den umliegenden Diluvialgebieten 
einen hohen Gehalt an Elektrolyten aufweist, keinen EinfluB auf den 
See hat. 

In 43 m Entfernung von dem See steht eine Pumpe, welche kalk- 
reiches Wasser liefert, das am 1. April 1932 einen Gehalt von 28,2 mg/L 
Cl besaB; das Seewasser aber enthielt 7,4mg/L Cl. Diese Differenz 
wird als Beweis fiir die Abdichtung der genannten Medien gegen- 


einander angesehen. -- Als weiterer Beitrag zur Klarung dieser 
wichtigen Frage wurde nahe dem Seeufer ein Schacht ausgeworfen. 
Das darin zusammenlaufende Wasser, dessen Stand als -— 63 cm 


im Vergleich zum Seespiegel nivelliert wurde (Herr cand. geol. Diet: 
war dem Verfasser dabei in liebenswiirdiger Weise behilflich), besaB 
einen Kalkgehalt von 7,0 mg/L Ca. 

Somit kann man den Kleinen Ukleisee schematisch als einen ab- 
geschlossenen Kessel ansehen, der fast ausschlieBlich durch atmo- 
spharisches Wasser gespeist wird (s. auch Thienemann, 1932). 


Fiir sein groBes Interesse an dieser Arbeit méchte ich Herrn Prof. 
Dr. Thienemann auch an dieser Stelle ergebenst danken. Ich méchte nicht 
verfehlen, den iibrigen Herren der Hydrobiologischen Anstalt fiir ihre 
stete Hilfsbereitschaft meinen Dank zu sagen. 





Prozentgehalt der sandfreien Proben. 
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428 W. Ohle: Sedimentmetamorphose eines Waldsees. 


Zusammenfassung. 

Die von Fischer und Schrader geschaffene Lignintheorie erfahrt 
weitere Unterstiitzung im Rahmen limnologischer Probleme. Die 
Sedimente des Kleinen Ukleisees bei Plén in Holstein und dazu Wald- 
béden von seinen Uferhingen wurden organisch und anorganisch 
chemisch analysiert. Mit zunehmender Tiefe wurde in dem Sediment 
eine Abnahme des Methoxylgehaltes konstatiert, wahrend die pro- 
zentualen Ligninwerte bis zum Diluvium ansteigen. Eine Methoxyl- 
bestimmung des Kleinen Ukleiseewassers macht es wahrscheinlich., 
da8 wirkliche Huminsaéuren oder deren Salze in Binnenseen gelést sein 
kénnen. Auf Grund des in der Laubdy verzeichneten Maximums an 
Methoxy] wird bei Beriicksichtigung seines Verhaltnisses zum zugehérigen 
Ligninwert erkannt, daB in prahistorischer Zeit eine Versumpfung des 
Sees durch Senkung seines Spiegels eingetreten sein muB. Es wird als 
wahrscheinlich angenommen, daB sie in der subborealen Klimaperiode 
der Litorinazeit erfolgt ist. Zu der Zeit, als die Gyttja abgelagert wurde, 
mu der See bedeutend reicher an Flora und Fauna gewesen sein (Benzol- 
Alkohollésliches). 

Der hohe Phosphatgehalt gewisser humoser Gewiisser und seine 
fiir die Mikropflanzen zum gréBten Teil inagile Beschaffenheit wird 
erklart durch die Annahme von organischen Adsorptionskomplexen 
der Phosphorverbindungen, welche mit den Blattern der Uferbiume 
in jene Seen gelangen. 

Es wird angenommen, da der Kleine Ukleisee in einen gegen das 
Grundwasser abgeschlossenen Kessel eingebettet ist. Die Abdichtung 
ist durch die organischen Gele der Sedimente erfolgt. 


Literatur. 


F. Ehrlich, Forsch. u. Fortschr. Nr. 28, 320— 321, 1929. Fr. Fischer 


u. Lieske, diese Zeitschr. 208, 351, 1928. Fr. Fischer u. Schrader, Ent- 
stehung und chemische Struktur der Kohlen. Verlag W. Girardet, 1921. 
W. Fuchs, Brennst. Chem. 1930, 8. 352 — 54. Fuchs u. Daur, ebenda 12, 
266 — 68, 1931. Fuchs u. Horn, ebenda 11, 372 —75, 1930. Gothan u. 
Benade, Zeitschr. f. Braunkohle, Heft 14, 1930. Houben-Weyl, Meth. d. 
organ. Chem. 8, 144, 1923. — Keppeler, Zeitschr. f. Landw. 1920. Koppe, 
Arch. f. Hydrobiol. 14, 619 —72, 1924. Lundbeck, ebenda, Supplement bd. 
7, 1926. Lundqvist, Sverig. Geol. Undersékn. Serie C, Nr. 323, 1924. — 
Naumann, Die Binnengewasser 11, Stuttgart 1932. — Odén, Kolloidchem. 
Beih. 10, 1919. — Ohle, Verh. d. Intern. Vereinig. f. theoret. u. angew. 
Limnol. 6, 1932/33. H. Potonié, Abhandl. Geol. Landesanst., Neue Folge, 
Heft 55, 1—3, 1908 bis 1912. Stockfisch u. Benade, Angew. Chem. 42, 
663 — 67, 1929. Dieselben, Mitt. Labor. PreuB. Geol. Landesanst. 1930. 
A. Thienemann, Arch. f. Hydrobiol. 24. 345—428, 1932. — Waksmann u. 
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Uber itherlésliche Siuren im Harn bei verschiedener Ernihrung. 


Von 


Regine Kapeller-Adler und Edith Lauda. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 11. Dezember 1932.) 


Mit der Frage iiber das Vorkommen organischer Sauren im Harn 
haben sich bereits viele Forscher beschaftigt!. Kommt doch den meisten 
dieser Siuren gewiB eine Bedeutung bei der Beeinflussung des Sauren- 
Basengleichgewichtes zu und spielen sie ja sicherlich beim Ablauf der 
einzelnen Stoffwechselprozesse eine gewichtige Rolle. 

Eine exakte Methode zur direkten Bestimmung des Gehaltes des 
Harnes an den einzelnen organischen Sfuren ist bisher nicht bekannt- 
geworden. Das einzige in dieser Richtung zugéingliche Vertahren von 
van Slyke und Palmer® liefert auch nur einen annahernden Wert fiir den 
Gehalt des Harnes an der Gesamtheit organischer Saéuren, da WKreatin 
und Kreatinin mitbestimmt werden. Da somit eine direkte Bestimmung 
der organischen Séuren im Harn mit groBen Schwierigkeiten verbunden 
ist und nur ungenaue Resultate ergibt, beschrinken sich die meisten Autoren 
auf die Untersuchung gewisser Fraktionen der im Harn vorkommenden 
organischen Sauren, und zwar meistens auf diejenige des dtherldslichen 
Anteiles. 

I. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit legten wir uns die Frage vor, 
inwieweit verschiedene Ernahrungsweise einen EinfluB auf die Natur 
uni die GréBenordnung der im Harn zur Ausscheidung gelangenden 
atherléslichen organischen Saéuren ausiibe. Da Neubaver® gefunden hat, 
daB Kaninchenharne bei Riibenfutter einen sehr konstanten Gehalt 
an atherléslichen Sauren aufweisen, fiihrten wir unsere Untersuchungen 
zunachst an einem Kaninchen aus, und zwar schalteten wir folgende 
zehntagige Fiitterungsperioden ein: a) Kohl-, b) Karotten- und c) Hafer- 
didt. 

1 Vgl. die diesbeziigliche Literatur in Oppenheimers Handb. d. Biochem. 
5, 573, 1925. 

2 J. of biol. Chem. 49, 567, 1920. 

3 Arch. f. exper. Pathol. 61, 387, 1909. 
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430 R. Kapeller-Adler u. E. Lauda: 


Das Untersuchungskaninchen befand sich wahrend der einzelnen 
zehntagigen Fiitterungsperioden in einem Stoffwechselkaéfig; der Harn 
wurde unter Toluol gesammelt und die jeweilige Menge genau abgemessen. 
Zwecks Herstellung eines Atherextraktes wurde taglich die filtrierte Harn- 
menge am Wasserbad bis zur sirupésen Konsistenz eingeengt.  lierauf 
siuerten wir den aus der zehntaigigen Harnmenge gewonnenen Sirup mit 
Phosphorsiure stark an und unterwarfen ihn im rotierenden Lindtschen 
Extraktionsapparat einer 24stiindigen Extraktion mit warmem Ather. 
Zum Erwirmen der Extraktionskélbchen dienten Stemenssche Kochplatten. 
Diese Extraktion wurde noch zweimal je 24 Stunden wiederholt. Nach 
dieser Zeit konnten wir uns iiberzeugen, daB der Ather keine sauren Stoffe 
mehr aus dem Harn aufnahm. Die vereinigten Atherextrakte, welche 
scharf vom ausgezogenen Harn abgetrennt worden waren, wurden mit 
wenig Wasser gewaschen, mit geschmolzenem Natriumsulfat getrocknet 
und vom gréBten Teil des Athers durch Vakuumdestillation bei Zimmer- 
temperatur befreit. Der auf diese Weise konzentrierte Atherauszug, dessen 
Volumen nun 250 bis 500cem betrug, wurde in Flaschen mit ein- 
geschliffenem Stopfen aufbewahrt und bildete das Ausgangsmaterial fii 
die nachfolgenden Untersuchungen. 

Zunichst wurde die Gesamtaziditdt des Atherextraktes bestimmt. 
Dabei gingen wir so vor, daB wir einen aliquoten Teil desselben im Vakuum 
bei Zimmertemperatur vom Ather befreiten, den Riickstand in Wasser 
aufnahmen und die Lésung unter Anwendung von Phenolphthalein als 
Indikator mit einer genau gestellten n/10 Lauge titrierten. Samtliche 
Titrationswerte wurden in Milligramm Carboxyl angegeben. 


Welche ist nun die Natur dieser Sauren, deren Gesamtgehalt wir 
im Atherextrakt bestimmt haben ’ 

Aus der Literatur! war bekannt, daB eine Reihe fliichtiger und nicht- 
fliichtiger organischer Saéiuren im Harn nachgewiesen worden ist. Unter 
den fliichtigen die Ameisensdure, Essigsdure, Propionsdure und Buttersdure. 
unter den nichtfliichtigen Milchsdure, Oxalsdure, Bernsteinsdure, Citronen- 
sdure und Hippursdure. 


Wir versuchten also zunichst in den gewonnenen Atherextrakten 
einen Nachweis der erwahnten Sauren zu fiihren. Vor allem muBte 
eine Abtrennung der fliichtigen von den nichtfliichtigen Sauren erfolgen. 
Welde? hat ein geeignetes Verfahren zur Isolierung fliichtiger Fettsiuren 
angegeben. Die letzteren werden aus dem Gemisch durch Vakuum- 
destillation bei einer Wasserbadtemperatur von 60° bei 10 bis 15 mm 
Druck abgetrieben, bei welcher Prozedur eine Neubildung fliichtiger 
Fettsiuren vollkommen auszuschlieBen ist. Wir bedienten uns dieser 
Methode zur Abtrennung der fliichtigen Sauren aus unseren Ather- 
ausziigen, wobei wir jedoch die Wasserbadtemperatur nicht iiber 45° 
steigen lieBen. Die iiberdestillierenden fliichtigen Séiuren wurden in 
einer bestimmten iberschiissigen Menge n/10 Lauge aufgefangen und 


1 Vgl. Oppenheimers Handb. I. c. 
2 Diese Zeitschr. 28, 504, 1910. 
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das Destillat auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt. Dieses stellte die 
Fraktion der fliichtigen Sduren dar. 

In einem aliquoten Teil derselben wurde zunichst die Gesawt- 
aziditdt dieses Anteiles durch  Riicktitration der — iiberschiissigen 
n/10 Lauge bestimmt. In dieser Fraktion gelang uns lediglich der 
Nachweis der Ameisensdure. Die iibrigen hier in Betracht kommenden 
Sauren konnten nicht nachgewiesen werden. 

Die Untersuchung des nichtfliichtigen Anteiles der Atherextrakte 
ergab das Vorhandensein von Milchsdure, Oxalsdure, Citronensdure wid 
Hippursdure. Dagegen konnten wir auf keinerlei Weise Bernsteinsiiure 
nachweisen. Allerdings war es auch Salkowski!, Radziejewski*, Longo*® 
und Marjfori*, welche Autoren sich mit der Frage der Bernsteinsaure- 
ausscheidung im Harn befaBten, nicht gelungen, Bernsteinsdiure im 
Harn aufzufinden. 

Nachdem das Vorhandensein der einzelnen oben erwahnten Sauren 
durch Nachweisreaktionen sichergestellt worden war, wurde der Versuch 
einer quantitativen Bestimmung dieser Substanzen unternommen. 

Die quantitative Bestimmung der Ameisensdure fiihrten wir nach Klein® 
aus, indem wir einen aliquoten Teil des in der Vakuumdestillation nach 
Welde gewonnenen und in iiberschiissiger n/10  Lauge aufgefangenen 
Destillates erhitzten und mit tiberschiissiger n/10  Kaliumpermanganat- 
losung oxydierten. Der UberschuB8 an Kaliumpermanganat wurde mit 
n/l10 Oxalsiure und geniigend verdiinnter Schwefelsaéure zersetzt und die 
iiberschiissige Oxalsiure mit n/10 Permanganatlésung = zuriicktitriert. 
Genaues Einhalten dieser Vorschrift erwies sich als unbedingt erforderlich. 

Die Milchsdurebestimmungen fiihrten wir nach Friedemann, Cotonio 
und Schaffer® in der Modifikation von /riedemann und Kendall? aus. Diese 
Methode beruht darauf, da die Milchséure nach Fiirth-Charnass® zu Acet- 
aldehyd oxydiert wird und der Acetaldehyd nach Kondensation des Wasser- 
dampfes in einem RiickfluBkihler durch einen Luftstrom tibertrieben wad 
in einem groBen Uberschu8 von Natriumbisulfit aufgefangen wird. Das 
gebundene Bisulfit wird nach Clausen® mit einer genau eingestellten Jod- 
lésung titriert. 

Das alteste und meist geiibte Verfahren zur Bestimmung der Oxalsdure 
im Harn ist dasjenige von Salkowski', demzufolge die Oxalsiiure aus 
dem angesiuerten Harn mit Ather ausgezogen und im Extrakt nach 


? Ann. 171, 208, 1874. 


2 Virchows Arch. 438, 178. 

3 Zeitschr. f. physiol. Chem. 1, 213, 1877. 
4 Jahrb. f. Tierchem. 26, 74, 1896. 

® Ber. 39, 2641. 1906. 

® J. of biol. Chem. 73, 335, 1927. 

7 Ebenda 82, 23, 1929. 

8 Diese Zeitschr. 26, 199, 1910. 

® J. of biol. Chem. 52, 263, 1922. 


10 Zeitschr. f. physiol. Chem. 29, 437, 1900. 
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432 R. Kapeller-Adler u. E. Lauda: 


Abdunsten des Athers als Calciumoxalat gefallt wird. Das Calciumoxalat 
wird durch Gliihen in Calcitumoxyd itbergefiihrt und gravimetrisch be- 
stimmt. Wir modifizierten diese Methode ein wenig, indem wir vor allem 
den Gehalt der Oxalsiure auf oxydimetrischem Wege ermittelten. Hierbei 
verfuhren wir so, daB wir einen aliquoten Teil des Atherextraktes in ein 
Zentrifugenrohr nach de Waard! brachten, den Ather verdunsten lieBen, 
den Riickstand in Wasser aufnahmen, mit etwas Ammoniak schwach 
alkalisierten, mit einem Tropfen Essigsiure versetzten, zum Kochen er- 
hitzten und die heiBe Lésung mit einer kochenden, gesattigten Calcium- 
chloridlésung fillten. Nach zwélfstiindigem Stehen wurde die iiberstehende 
Fliissigkeit abzentrifugiert, der Niederschlag dreimal mit je 3 ccm Wasser 
gewaschen, die letzte Waschfliissigkeit abgegossen, der Niederschlag in 
lecem einer Schwefelséiure (1:4) gelést und die freigesetzte Oxalsiiure mit 
einer n/100 Kaliumpermanganatlésung in der Hitze nach de Waard (l. c¢.) 
titriert, bis die rosa Farbe durch 2 Minuten bestehen blieb. Von der ver- 
brauchten Menge Permanganat wurden als Korrektur bei einem Zusatz 
von 0,1 bis 1 cem 0,02 cem, bei einem solchen von | bis 2 cem 0,03 cem in 
Abzug gebracht, d.i. jene Menge Permanganat, welche erforderlich ist, 
um einem gleich groBen Volumen reinen Wassers die gleiche Rosafarbung 
wie der untersuchten Lésung zu erteilen. 

Statt der Ausfallung der Oxalsiiure mit Calciumchlorid nahmen wir 
noch eine andere Fallungsmethode vor, namlich eine solche mit Calcium- 
acetat und Kalkwasser. Die nach beiden Methoden erhaltenen Werte 
erwiesen sich als vollkommen identisch. 

Die Citronensdure bestimmten wir nach P. A. Kometiani*. Dieses 
Verfahren beruht auf einer vorsichtigen Oxydation der Citronensaéure zu 
Acetondicarbonsiure und Uberfiihrung dieser Substanz durch Brom zu 
Pentabromaceton, welches isoliert und jodometrisch bestimmt wird. 


Fir die Hippursdurebestimmung im Harn sind viele Methoden aus 
gearbeitet worden*®. Viele von ihnen beruhen auf einer Extraktion der 
Hippurséure aus dem Harn mittels Athers oder Essigsdureithylesters und 
auf einer darauffolgenden entweder direkten Bestimmung der hippursaure 
durch Kjeldahlisieren oder einer indirekten durch Spaltung der isolierten 
Hippursiure und Ermittlung des Benzoesaiure- oder Glykokollgehaltes. 
Vor dem Essigséureathylester hat der Ather den Vorzug, da®B er aus dem 
angesiuerten hiarn praktisch weder Harnstoff noch irgendeine andere stick- 
stoffhaltige Substanz extrahiert. 

Nach vielen verschiedenartigen Versuchen gingen wir bei der Be- 
stimmung des Hippursauregehaltes unserer Atherextrakte schlieBlich so 
vor, daB wir einen aliquoten Teil des jeweiligen Auszuges, den wir tibrigens 
immer zur Entfernung eventuell mitgerissener Spuren von Harnstoff mit 
wenig Wasser ausschiittelten, einer Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl 
unterwarfen und den erhaltenen Stickstoffwert auf Hippurséure umrech- 
neten. Einige der Kontrolle halber durchgefiihrte Hippursaurebestim- 
mungen eines Atherextraktes nach Hryntschak* ergaben sehr ahnliche 
Hippursdurewerte. ' 


1 Diese Zeitschr. 97, 186, 1919. 

® Zeitschr. f. analyt. Chem. 86, 360, 1931. 

3 Vgl. Literatur bei Béznak, diese Zeitschr. 205, 408, 1929. 
4 Ebenda 48, 315, 1912. 


Tabe lle J. 
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434 R. WKapeller-Adler u. E. Lauda: 


Snapper und Laqueur! bestimmen tbrigens auch ‘die Hippursaéure im 
Harn durch Kjeldahlisieren des durch Ausziehen des Harnes mit Essigsaure- 
athylither gewonnenen Extraktes. Die Extraktion mit Essigséuredathyl- 
ester hat jedoch, wie schon erwahnt, den Nachteil, daB grébere Mengen 
Harnstoff und Kreatinin, welche nur schwer zu entfernen sind, mit aus- 
gezogen werden. 

Zwecks Beleuchtung des Problems der BeeinfluBbarkeit der Aus- 
scheidungsgr6Be organischer Saiuren durch die Ernahrungsweise von 
verschiedenen Seiten wurden auBer den erwahnten Kaninchenharnen 
noch ein Hundeharn bei reiner Fleischdidt und ein normaler Menschen- 
harn bei gemischter Kost untersucht. 

Die Anfertigung des Atherextraktes aus dem Hundeharn erfolgte 
vollkommen analog derjenigen aus Kaninchenharnen. Bei schwach 
alkalischer Reaktion wurde die 48-Stunden-Menge auf ein kleines 
Volumen eingeengt, der erhaltene Sirup mit Phosphorsiure stark an- 
gesiiuert und mit Ather wie oben extrahiert. 

Der Menschenharn wurde hingegen vor dem Extrahieren nicht 
eingeengt, sondern mit Phosphorsaure stark angesiiuert und mit Ather 
dreimal je 24 Stunden im Lindtschen Apparat ausgezogen. 

Die Ergebnisse der einzelnen Untersuchungen von Harnen_ bei 
rein vegetabilischer, rein animalischer und gemischter Didt haben wir 
in Tabelle I zusammengefaBt. 


M1. 
Vergleichen wir nun die bei den einzelnen Fiitterungsversuchen 
erhaltenen Zahlen miteinander, so ergibt sich folgendes. 


A. Kaninchenharne. 

Die Gesamtaziditdét des Atherextraktes, ausgedriickt in Milligramm 
Carboxyl fiir die Tagesmenge ist am gréften nach Riibenfutter, etwas 
geringer nach Kohldidt und sinkt nach Haferkost auf etwa ein Viertel 
dieses Betrages herab. Der Gehalt des Atherextraktes an fliichtigen 
Sduren beliuft sich rund auf ein Viertel bis ein Fiinftel der Gesamt- 
aziditat. Was das Vorkommen der Ameisensdure betrifft, so haben wir 
nach Kohlfutter in der Tagesmenge rund 17 mg, nach Riiben- und nach 
Haferfutter je 6mg gefunden. 

Bonanni® fiihrt fiir den Kaninchenharn einen Ameisensaéuregehalt von 
6 bis 8 mg fiir die Tagesmenge an. Dakin und Mitarbeiter* geben einen 
Ameisensaiurewert von 3 bis 10 mg fiir den Kaninchentagesharn an. Die 


von uns gefundenen Zahlen stimmen also gut mit den aus der Literatur 
bekannten iiberein. Die im Harn zur Ausscheidung gelangende Ameisen- 


! Diese Zeitschr. 145, 32, 1923. 
2 Jahresber. d. Tierchem. 35, 120, 1905. 
3 J. of biol. Chem. 14, 341, 1913. 
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saure ist teils exogenen, teils endogenen Ursprungs. Dakin (1. ¢.) gelang es 
namlich nachzuweisen, daB auch wahrend des Hungers Ameisensiure, wenn 
auch in einem geringeren Mabe als sonst, im Harn ausgeschieden wird. 
Schotten! erklart das relativ erhebliche Vorkommen der Ameisensaure im 
Harn damit, da die kohlenstoffirmeren fliichtigen Siéuren weniger leicht 
als die kohlenstoffreicheren im Organjsmus verbrannt werden und un- 
verandert in den Harn iibergehen. 


Was die Milchsdurewerte anlangt, so erhielten wir nach Riibenfutter 
rund 20,5 mg pro Tag, nach Kohlfutter etwa die Hdlfte und nach 
Haferfutter nur einen geringen Bruchteil, rund 2 mg Milchsiure fiir die 
Tagesmenge. Fiirth® gibt als Normalwerte beim Kaninchen 10 bis 21 mg 
Milchsaure in der Tagesmenge an. Die von uns ermittelten Werte stehen 
also mit dieser Angabe sehr gut in Einklang. 


Oxalsiure wurde im Kaninchenharn nach Riibenfutter nur in Spuren, 
bei Haferdiat in einer Héhe von 8,56 mg und bei Kohlnahrung zu 20,80 mg 
fiir die Tagesmenge gefunden. 


Wegrzynowski® fand im Kaninchenharn nach Riibenfiitterung 1 mg 
Oxalsiure pro Tag, also auch nicht viel mehr als wir, nach Haferfutter 
hingegen nur 1,1 bis 2,4mg im Tagesharn. Dagegen gibt Hildebrandt* 
fiir Kaninchenharn bei reiner Haferdiat Oxalsiurewerte von 4.8 bis 15 mg 
pro Tag an. Nach den Versuchen vieler Autoren, wie Mills®, Liithje®. 
Jastrowitz?, Pincussen® und Wegrzynowski hat man bei der im Harn zur 
Ausscheidung gelangenden Oxalsiure zwischen einer exogenen, von der 
Art der Nahrung abhangigen, und einer endogenen, im K6érper selbst ent- 
stehenden Form zu unterscheiden. Die erstere ist bei oxalatreicher Kost, 
wie nach Darreichung von Spinat, Rosenkohl, griinen Bohnen usw. am 
héchsten. 


Unsere in’ den Fiitterungsversuchen am Kaninchen erhaltenen 
Oxalsiurewerte stimmen gut mit den erwihnten Tatsachen iiberein, 
denn auch wir konnten nach Kohlfutter einen riesigen Anstieg des 
Oxalsdurewertes gegeniiber den entsprechenden Befunden bei Riiben- 
und Haferdiit (anscheinend oxalatarme Nahrungsstoffe) feststellen. 

Einen direkten Beweis fiir die Existenz einer endogenen Oxalsiiure 
lieferte Liithje bei einem Hunde, dessen tiagliche Oxalsiureausscheidung 
in der zweiten Hungerwoche noch etwa 9% mg betrug. (Normalhundeharn 
enthalt bei gemischter Diéit 13 bis 23 mg Oxalsaure fiir die Tagesmenge.) 
Uber die Herkunft der endogenen Oxalsiure bestehen verschiedene Theorien, 
indem auBer den Fetten alle Kérperklassen hierfiir in Anspruch genommen 


Zeitschr. f. physiol. Chem. 7, 375, 1883. 
Diese Zeitschr. 64, 141, 1914. 

Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 112, 1913. 
Ebenda 35, 144, 1902. 

Arch. f. Pathol. 99, 129, 1885. 

Zeitschr. f. klin. Med. 35, 271, 1898. 

Diese Zeitschr. 28, 35, 1910. 

Oppenheimers Biochem. Handb. 5, 573, 1925. 
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436 R. Kapeller-Adler u. E. Lauda: 


worden sind. Nach Versuchen von Pincussen! ist es wahrscheinlich, dab 
die Purine und ihre Abbauprodukte als Muttersubstanzen der Oxalsiure 
fungieren kénnen. Nach Firth? kénnte die Oxalsiure dem Allantoin oder 
aber gesteigerten Faulnisvorgingen im Darm entstammen. 

Beziiglich des Citronensduregehaltes der einzelnen von uns unter- 
suchten Atherextrakte li®t sich feststellen, daB nach Haferfiitterung 
nur Spuren von Citronensiure im Extrakt vorhanden waren; nach 
Riibenfutter betrug der Citronensiurewert 3,87 mg fiir den Tag und nach 
Kohlfutter ein Vielfaches davon, nimlich 15,00 mq fiir die Tagesmenge. 
Die Citronensiureausscheidung scheint somit auch in einem innigen 
Zusammenhange mit der Ernihrungsweise zu stehen und ist am héchsten 
bei Verfiitterung von griinem Gemiise. Auf die Tatsache des geringen 
Citronensiuregehaltes des Harnes bei Haferdiit kommen wir weiter 
unten noch zu sprechen. 

Die Hippursdurewerte werden ebenfalls sehr stark von der Er 
nihrungsart beeinfluBt. Nach Haferdidt fanden wir fiir die Tagesmenge 
68,47 mg, nach Riibenfutter 123,75 mg und nach _ Kohlfiitterung 
261,00 mg Hippursdure. Auch hier erhielten wir den héchsten Saurewert 
nach der Fiitterung von griinem Gemiise. 

Rechnet man die bei der Bestimmung der einzelnen Sauren er- 
haltenen Werte auf Milligramm Carboxyl um, addiert sodann die 
entsprechenden Werte und zieht die erhaltene Summe von der Gesamt- 
aziditat, die ja von vornherein in Milligramm Carboxyl angegeben ist, 
ab, so gibt der Rest die Menge der im Tagesharn enthaltenen unbe- 
stimmten Sduren in Milligramm Carboxyl an. Dieser unbestimmte 
Saurerest betrigt nach Kohlfutter nur ein Achtel, nach Haferfutter etwa 
ein Viertel, nach Riibenfutter jedoch fast zwei Drittel der Gesamtaziditat. 
Welcher Art dieser groBe unbestimmte Saurerest nach Ritbenfutter 
sei, konnten wir bis jetzt nicht bestimmen. Diese Fragestellung soll 
den Gegenstand einer eigenen Untersuchung bilden. 


B. Hundeharn. 

Die Untersuchung des Hundeharnextraktes bei reiner Fiitterung 
mit sehr viel Fleisch ergab folgendes: Die Gesamtaziditdt belief sich auf 
168,75 mg Carboxyl fiir die Tagesmenge. 

Der Gehalt an fliichtigen Sduren betrug mehr als ein Drittel der 
Gesamtaziditit. 

Fiir die Ameisensdéure ergab sich eine tagliche Ausscheidung von 
rund 40 mg. 


1 Diese Zeitschr. 99, 276, 1919; 126, 82, 1921. 
2 Lehrb. d. physiol. u. pathol. Chem. 2, 182, 1927; Verhandl. d. Ges. f. 
Verdauungs- u. Stoffwechselkrankh. 8. 175, VIL. Tagung, Wien 1927. 
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Dakin und Mitarbeiter fanden im Hundeharn bei reiner Fleischdiat 
30mg Ameisensiure fiim die Tagesmenge. Bei gemischter Kost enthalt 
der Hundeharn nach Pohl? etwa 10mg Ameisenséiure, nach Bonanni® 
5 bis 10 mg fiir den Tag. Reine Fleischkost scheint also eine Steigerung 
der Ameisensaureausscheidung zu bewirken. 


Die Milchsdurebestimmung in diesem Atherextrakt ergab eine 
tagliche Ausscheidung von 26,32 mg. 
Der Oxalsduregehalt belief sich auf 25,48 mg fiir die Tagesmenge. 


Bei Ernahrung des Hundes mit Reis und Speck findet Wegrzynowski 
3 bis 6 mg Oxalséure im Tagesharn. Bei gemischter Diat (Reis, Speck und 
Fleisch) enthalt der Hundeharn 13 bis 23 mg Oxalsiure pro Tag. Nach 
eiweiBbreicher Diat steigt also die Oxalsaiureausscheidung, was vor 
Wegrzynowski bereits Mills* und Stradomsky* konstatiert haben, und welche 
Tatsache auch bei unserem Hundefiitterungsversuch deutlich zum Aus- 
druck kommt. 

Citronensdure war in diesem Atherextrakt nur in Spuren nachweisbar. 

Eine ahnliche Feststellung konnte Fasold’ machen, welcher Autor 
Citronenséiure in drei Menschenharnen bei fast reiner Fleischkost nicht 
feststellen konnte. Das Auftreten der Citronensaéure im Harn scheint somit 
durch die Art der aufgenommenen Nahrung stark beeinfluBt zu werden. 
Ocestberg® hat subnormale Citronenséiurewerte bei Azidose gefunden und 
nimmt an, daB bei einseitiger Fleischkost Azidose hervorgerufen werde, 
welche eine starke Senkung der Citronensiureausscheidung verursache. 

Hippursdure fand sich im Hundeharnextrakt in einer Hohe von 
103,13 mg fiir den Tag vor. 

Es ist seit langem bekannt, daB sich Hippurséiure bei vorwiegend 
vegetabilischer Kost im Harn in gréBerer Menge vorfindet als bei animali- 
scher. Da aber die Hippurséure auch bei reiner Fleischkost nie im Harn 
fehlt, darauf hat schon Yoshimura’ hingewiesen. Salkowski® gibt fiir den 
Hundeharn bei reiner Fleischfiitterung eine tigliche Hippursaéureaus- 
scheidung von 30 bis 90 mg an. 

Der nicht bestimmte Sdurerest betrigt bei diesem Atherextrakt etwa 
ein Fiinftel der Gesamtaziditat. 


CC. Menschenharn. 


Bei der Untersuchung des Menschenharns modifizierten wir die 
Versuchsbedingungen insofern, als wir den Harn ohne vorhergehendes 


Arch. f. exper. Pathol. 31, 286, 1893. 
Le 

Virchows Arch. 99, 30, 1885. 
Ebenda 163, 404, 1901. 

Zeitschr. f. Biol. 90, 192, 1930. 
Diese Zeitschr. 226, 162, 1930. 

Coll. Agricult. Bull. 2, 221, 1895. 
Ber. 11, 500, 1898. 
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Kinengen auf ein kleines Volumen direkt nach Ansaiuerung mit Phosphor- 
siure einer Atherextraktion im rotierenden Lindtschen Apparat unter- 
warfen. Es wurde insgesamt dreimal je 24 Stunden mit etwa dem 
dreifachen Uberschu8 an Ather extrahiert. Es war uns von vornherein 
klar, daB bei dieser Versuchsanordnung die in Wasser leicht- in Ather 
schwerléslichen Stoffe, wie Citronensiure und Oxalsiure, nur sehr 
mangelhaft von Ather ausgezogen werden wiirden. Immerhin inter- 
essierten uns die Ergebnisse dieses Versuchs gerade wegen der geanderten 
Arbeitsbedingungen. 


Der gewonnene Atherextrakt wurde vollkommen analog wie oben 
beschrieben, verarbeitet. 


Die Gesamtaziditat dieses Auszuges bestimmten wir zu 383,49 mg 
Jarboxyl fiir die Tagesmenge, der Gehalt an /liichtigen Sduren belief 
sich auf 41 mg pro Tag. 


Rokitansky* gibt 54mg, Magnus-Levy? 60mg an fliichtigen Sauren 
fiir den Tag an. Lafargue*® bestimmt im Mittel 78 mg fliichtige Saéuren 
im Tag. 


Die Hauptmenge der von uns gefundenen fliichtigen Sauren entfiel 
diesmal auf die Ameisensdure (rund 38 mg fiir den Tag). 


Dakins* Angaben beziiglich der Ameisensaéureausscheidung — im 
Menschenharn schwanken zwischen 29,9 und 118,6mg; im Durchschnitt 
fand der Autor also 60mg in der Tagesmenge. Demgegeniiber findet 
Strisower® fiir den normalen Menschenharn eine tiagliche Ausscheidung 
von 10 bis 16mg Ameisensaure. 


Milchsdure konnten wir in unserem Atherextrakt in einer Menge 
von 72,52 mg fiir den Tag feststellen. 


Nach Ishihara® enthalt der normale Menschenharn 80 mg Milchséure 
im Liter. Clausen’? hat im Normalharn 11 mg-°,, Varkany® zwischen 
4,6 und 14,6 mg-°, gefunden. Lafargue fand in der Tagesmenge rund 100 mg 
Milchséure vor. Der von uns gefundene Milchsiurewert stimmt also ganz 
gut mit den Literaturwerten iiberein. 


Was die Oxalstdureausscheidung betrifft, so konnten wir 6,84 mg in 
der Tagesmenge bestimmen. 


Wien. med. Jahresber. 2, 206, 1887. 
? Arch. f. exper. Pathol. 45, 38, 1901. 
Soc. chim. biol. 14, 1023, 1932. 

J. of biol. Chem. 14, 341, 1913. 
Diese Zeitschr. 54, 189, 1913. 
Ebenda 50, 468, 1913. 

J. of biol. Chem. 52, 263, 1922. 
Diese Zeitschr. 184, 474, 1927. 
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Fiirbringer' hat im normalen Menschenharn Oxalsiure bis zu 20 mg 
pro Tag festgestellt. Daunlop* hat 17mg, Autenrieth® 10 bis 20 mg Oxal- 
siure fiir den Tag gefunden. Bei oxalséurefreier Kost sinkt nach Wohr 
und Salomon* die Oxalsiiureausscheidung sehr stark und geht auf 3 mg 
und weniger pro Tag herab. Serkowski und Mozdzenski® fiithren eine Oxal- 
sdéureausscheidung von etwa 6 bis 50 mg fiir das Liter Harn an. Wegrzy- 
nowski® fand schlieBlich, daB der Harn bei gemischter Kost 18,3 bis 19,4 mg 
Oxalsaiure enthalt. 

Der von uns gefundene relativ niedrige Oxalsiurewert liBt sich wahr- 
scheinlich darauf zuriickfiihren, daB die Oxalséure unter den geschilderten 
Arbeitsbedingungen nicht quantitativ vom Ather aufgenommen worden 
war, da sie ja in Wasser ungefahr sechsmal leichter léslich ist als in Ather. 

Noch deutlicher kamen die Folgen der geanderten Arbeitsweise 
beim Citronensdurewert zam Ausdruck. Wir fanden namlich im Ather- 
extrakt einen Citronensiuregehalt von 18,62 mg fiir den Tag.  Ver- 
gleicht man diesen Wert mit den in der Literatur angefiihrten Citronen- 
siurezahlen, so ergibt sich ein gewaltiger Unterschied. 

So fand Amberg? einen Citronensaiuregehalt von 440 bis 474 mg fiir 
die Tagesmenge, Thunberg® einen solchen von etwa 360 mg fiir das Liter 
Harn. Ocstberg® gibt eine tagliche Ausscheidung von 200 bis 1000 mg 
Citronensadure an. 

Wir hatten also offenbar nur einen kleinen Bruchteil der im Harn 
vorhandenen Citronensiure mit Ather extrahiert, welche Vermutung 
plausibel wird, wenn man in Betracht zieht, daB die Citronensiure im 
Wasser rund 60mal leichter léslich ist als in Ather. Gingen wir nun von 
richtigen Voraussetzungen aus, so muBten sich in dem von der Ather- 
schicht abgetrennten wisserigen Harnanteil noch erhebliche Mengen 
Citronensiure vorfinden. Eine in dieser Richtung mit der Pentabrom- 
acetonmethode unternommene Untersuchung ergab auch, da sich 
in dem wisserigen Harnanteil noch 150,96 mg Citronensiure fiir den 
Tag vorfanden. Addiert man diesen Wert zu dem Citronensaurewert des 
Atherextraktes, so ergibt sich ein Citronensiuregehalt von 169,58 mg 
fiir die Tagesmenge, ein Wert, der allerdings niedriger ist als die in der 
Literatur angegebenen Zahlen. 

Wir unternahmen noch einen lediglich die Citronensiureaus- 
scheidung betreffenden Versuch, indem wir einen Bruchteil der Tages- 


! Deutsch. Arch. klin. Med. 18, 143. 1876. 

J.of Pathol. 896. 

Zeitschr. f. physiol. Chem. 35, 335, 1902. 

Arch. f. klin. Med. 70, 486. 

Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 264, 1910. 

Ebenda 83, 112, 1913. 

Amer. J. of Physiol. 44, 453, 1917. 

Diese Zeitschr. 206, 109, 1929. 

Ebenda 226, 162, 1930; Skand. Arch. Physiol. 62, 81, 1931. 
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menge eines anderen normalen Menschenharnes (20 com von 1340 ccm 
Tagesmenge) dreimal mit je 700cem Ather im Lindtschen Apparat 
extrahierten. Nach dem iiblichen Einengen des Extraktes auf ein kleines 
Volumen bestimmten wir den Citronensiuregehalt und fanden 72,35 mg 
in der Tagesmenge. Weiter bestimmten wir die Citronensiuremengen in 
einem aliquoten Teil des nativen, nicht extrahierten Harnes und fanden 
einen Wert von 168,80 mg fiir die Tagesmenge. Aus diesem Versuch geht 
deutlich hervor, daB auch hier nur ein Teil der tatsichlich vorhandenen 
Citronensiure vom Ather aufgenommen worden ist, daB also zur 
quantitativen Extraktion der Citronensiure durch Ather ein vorher- 
gehendes Einengen des Harnes bis zur sirupésen Konsistenz, wie wir 
es bei den bisherigen Versuchen beschrieben haben, unumginglich 
notwendig ist. 


In den beiden untersuchten Fallen haben wir viel tiefere Citronen- 
siurewerte, als sie aus der Literatur bekannt sind, gefunden. 

Nun gibt aber Fasold' an, daB die Citronensiureausscheidung sehr 
von der Art der Nahrung abhiangig sei, derart, daB er in drei Fallen bei 
fast reiner Fleischdiait keine Citronensiure im Harn nachweisen konnte. 
Demgegeniiber stellt Oestberg fest, daB es sich in den Fasoldschen Versuchen 
um kein vélliges Verschwinden, sondern um eine Abnahme der Citronen- 
siureausscheidung handle, bedingt durch die infolge einseitiger Fleischdiat 
hervorgerufene Azidose. Oestberg selbst hat bei Azidose subnormale Citronen- 
siurewerte beobachtet. Tragen wir der Oestbergschen Ansicht Rechnung, 
so miissen wir den SchluB ziehen, daB es sich in den beiden von uns unter- 
suchten Fallen um schwach azidotische Harne handelt. 


In diesem Zusammenhange méchten wir nochmals an unsere bei 
der Untersuchung der Extrakte des Kaninchenharnes bei Haferfutter 
und des Hundeharnes bei reiner Fleischdiit gemachten Beobachtungen 
erinnern. Wir konnten in beiden Fallen Citronensaiure nur in Spuren 
nachweisen. Haferfutter scheint ebenso wie reine Fleischdiait Azidose 
hervorzurufen, welche in beiden Fallen die Citronensiureausscheidung 
sehr stark herabsetzt. 


Die Hippursdure machte beim Atherextrakt aus dem Menschenharn 
den Hauptanteil der extrahierten Sauren aus. Wir fanden sie in einer 
Menge von 941,45 mg fiir den Tag vor. 

K. Lewin? gibt fiir den Menschenharn je nach der Erniaihrung 100 
bis 2000 mg Hippurséure pro Tag an. Lafargue findet Hippursiurewerte 
zwischen 500 und 1500 mg fiir die Tagesmenge. 

Uberblickt man die von uns in allen Versuchen erhobenen Befunde, 
so laBt sich feststellen, daB die Art der Ernahrung im allgemeinen einen 


! Zeitschr. f. Biol. 90, 192, 1930. 
2 Zeitschr. f. klin. Med. 42, 371, 1901. 
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KinfluB auf die AusscheidungsgréBe der einzelnen atherléslichen Sauren 
austibt. 

Was den EinfluB der rein vegetabilischen Nahrung auf die Aus- 
scheidungsgr6Be der itherléslichen Sauren betrifft, so miissen wir 
hervorheben, daB vor allem das griine Gemiise, in unserem Falle Kohl- 
futter, die Ausscheidung dieser Sauren betrachtlich steigert. Dagegen 
beeintrachtigt Haferdiat ziemlich stark die Ausscheidung der einzelnen 
Sauren. 

Reine Fleischdiat fihrt zur Erhéhung der Ameisensivre- und 
Oxalsiurewerte, dagegen ist der Hippursiuregehalt des Harnes sehr 
herabgesetzt und die Citronensiure nur mehr in Spuren nachweisbar. 

Bei gemischter Kost werden alle erwihnten atherléslichen Sauren 
im Harn in reichlicher Menge ausgeschieden. 


M1. “Analytische Belege. 
I. Versuche an Kaninchen. 
A. Kohl fiitterung. 

Das im Stoffwechselkafig befindliche Kaninchen wird 10 Tage lang 
nur mit Kohl gefiittert. Der Harn wird taglich unter Toluol gesammelt, 
filtriert und bis zur sirupésen Konsistenz am Wasserbad eingeengt. Hieraut 
wird der aus der zehntaigigen Harnmenge (2645 ccm) gewonnene Sirup 
mit Phosphorsaure stark angesiuert und mit Ather im Lindtschen Apparat 
so lange extrahiert, bis man sich iiberzeugt hat, daB der Ather keine sauren 
Stoffe mehr aus dem Harn aufnimmt (praktisch geniigt eine dreimalige 
Extraktion mit je 1000cem Ather). Die vereinigten Extrakte werden 
scharf von der wisserigen Schicht abgetrennt, mit sehr wenig Wasser ge- 
waschen, iiber geschmolzenem Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum 
bei Zimmertemperatur auf ein Volumen von 400 cem gebracht Lésung A. 


Bestimmung der Gesamtaziditat des Atherextraktes. 

1. 4cem Lésung A werden vom Ather durch Abdunstenlassen bei 
Zimmertemperatur befreit. der Riickstand wird in Wasser aufgenommen 
und mit n/10 Lauge gegen Phenolphthalein titriert. Es wurden 3,6 cem 
n 10 Lauge verbraucht, das sind 162,50 mg COOH fiir den Tag. 

2. 4eem Lésung A; 3.6 cem n/10 Lauge, das sind 162,00 mg COOH 
in der Tagesmenge. 


Bestimmung der fliichtigen Sauren. 


100 cem Lésung A wurden einer Vakuumdestillation bei 45° unter- 
worfen. Die iiberdestillierenden Saéuren wurden in 40 cem n/l0 Lauge auf- 
gefangen und das Destillat auf 100 cem gebracht Lésung B. 


Bestimmung der Aziditat. 


5eem Lésung B (enthaltend 2cem n/10 Lauge) verbrauchen zum 
Zuriicktitrieren der iiberschiissigen Lauge 1] cem n/1l0 Séure. Es wurde 
also von den fliichtigen Sauren | cem n/10 Lauge absorbiert, dies entspricht 
36,00 mq COOH fiir den Tag. 
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Bestimmung der Ameisensaure. 


1. 10cem Lésung B werden gekocht, mit iiberschiissiger n/10 Kalium- 
permanganatlésung oxydiert, das iiberschiissige Kaliumpermanganat wird 
mit einem Uberschu8 von n/10 Oxalséiure und hierauf mit verdiinnter 
Schwefelsiure zersetzt. Der Uberschu® der Oxalséure wird mit n/10 Kalium- 
permanganat bestimmt. Es wurden 2,021 cem n/10 Kaliumpermanganat 
verbraucht, dies entspricht 11,16 mg Ameisensiéure fiir die Tagesmenge. 

2. 10cem Lésung B, 1,918 cem n/10 KMnQ,, das sind  10,59:mg 
Ameisensaure fiir die Tagesmenge. 

Mittelwert: Die Tagesmenge enthilt 10,88 mg Ameisensdure, ent- 
sprechend 10,65 mg COOH. 


Bestimmung der Milchsaure. 


Riickstand von Lésung B, gewonnen aus 100 cem Lésung A, wird 
auf 100 ccm mit destilliertem Wasser aufgefiillt — Loésung C. Die Milch- 
séurebestimmung erfolgt genau nach der Vorschrift von Friedemann und 
Mitarbeitern (1. c.). 

1. leem Lésung C, 0,56cem n/100 Jod, das entspricht 10,08 mg 
Milchséure und 5,04 mg COOH fiir die Tagesmenge. 

2. leem Lésung C, 0,5cem n/100 Jod, das sind 9,00 mg Milchséure 
und 4,50 mg COOH in der Tagesmenge. 

3. leem Lésung C, 0,6cem n/100 Jod, das sind 10,80 mg Milchsiure 
und 5,40 mg COOH fiir die Tagesmenge. 

4. leem Lésung C, 0,62 cem n/100 Jod, das sind 11,16 mg Milchsaure 
und 5,58mg COOH fiir den Tag. 

5. leem Lésung C, 0,53 cem n/100 Jod, das sind 9,54 mg Milchsiure 
und 4,77mg COOH fiir die Tagesmenge. 

Mittelwerte: Die Tagesmenge enthalt 10,11 mg Milchsdure, entsprechend 
5,05 mg COOH. 


Bestimmung der Oxalsaure. 


5 bis 10cem Lésnng A werden in ein Zentrifugenrohr nach de Waard 
gebracht, vom Ather durch Abdunstenlassen befreit, der Riickstand in 
Wasser aufgenommen und genau, wie im theoretischen Teil beschrieben, 
verarbeitet. 

1. 5cem Lésung A, 5,92 ccm n/100 KMnQ,, das sind 21,30 mg Oxal- 
siure in der Tagesmenge. 

2. 5ceem Lésung A, 5,98 cem n/100 KMnQ,, das sind 21,50 mg Oxal- 
sdure in der Tagesmenge. 

3. 10cem Lésung A, 11,70 cem n/100 KMnO,, das sind 21,10 mg 
Oxalsaéure in der Tagesmenge. 

4. 10cem Lésung A, 11,17 cem n/100 KMnO,, das sind 20,10 mg 
Oxalsaéure in der Tagesmenge. 

Mittelwerte: Die Tagesmenge enthalt 20,80 mg Oxalsdure, entsprechend 
20,80 mg COOH. 


Bestimmung der Citronensaure. 


Erfolgte genau nach Vorschrift von Kometiani (1. c.). 20 cem Lésung A, 
2,143 cem n/10 Na,S,03, das sind 15,00 mg Citronensdure und 10,54 mg 
COOH in der Tagesmenge. 
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Bestimmung der Hippursaure. 


Ein aliquoter Teil des Atherextraktes wurde vom Ather durch Ab- 
dunstenlassen befreit; der  Riickstand wurde einer Mikrostickstoff- 
bestimmung nach Kjeldahl unterworfen. 

1. 5cem Lésung A, 2,06 cem n/10 Séure, das sind 224 mg N, 264,00 mg 
Hippurséure und 72,00 mg COOH in der Tagesmenge. 

2. 5cem Lésung A, 1,96cem n/10 Sdéure, das sind 220,00 mg N, 
258,60 mg Hippurséure und 70,55 mg COOH in der Tagesmenge. 

Mittelwerte: Die Tagesmenge enthalt 261,00 mq Hippursdure, ent- 
sprechend 71,27 mg COOH. 


B. Riibenfiitterung. 


Das Kaninchen wurde 10 Tage hindurch ausschlieBlich mit Karotten 
gefiittert. Die gesamte Harnmenge betrug 3340 cem. Die Verarbeitung 
erfolgte vollkommen analog wie bei der Kohlfiitterung. Der Atherextrakt 
wurde auf 250 ccm gebracht = Lésung A. 


Gesamtaziditat. 


1. 2cem Lésung A, 3,4ceem n/10 Lauge, das sind 191,25 mg COOH 
in der Tagesmenge. 
2. 2cem Lésung A, dasselbe Resultat wie bei 1. 


Fliichtige Sauren. 
50 cem Lésung A, im Vakuum bei 45° destilliert. Destillat auf 200 cem 
gebracht Loésung B. 
1. 20cem Lésung B, 1,5cem n/10 Lauge. das sind 33,75 mq COOH 
fiir die Tagesmenge. 
2. 20 cem Lésung B, dasselbe Resultat wie bei 1. 


Ameisensaéure. 
1. 20 cem Lésung B, 0,88 cem n/10 KMnQ,, das sind 6,07 mg Ameisen- 
sdure, entsprechend 5,95mgq COOH in der Taqgesmenge. 
2. 20cem Lésung B, dasselbe Resultat wie bei lL. 


Milchsaure. 
Der Riickstand von Lésung B, erhalten aus 50 cem Lésung A, wird 
mit Wasser auf 100 cem gebracht Lésung C. 
1. 10cem Lésung C, 9,05cem n/100 Jod, das sind 20,37 mg Milch- 
siure, entsprechend 10,19mg COOH in der Tagesmenge. 
2. 10 cem Lésung C, 9,23 cem n/100 Jod, das sind 20,77 mg Milchséure, 
entsprechend 10,39 mg COOH in der Tagesmenge. 
Mittelwerte: Die Tagesmenge enthalt 20,57 mq Milchsdure, — ent- 
sprechend 10,28 mq COOH. 
Oxalsdéure. 


Nur in Spuren nachweisbar. 


Citronensaure. 


1. 10 cem Lésung A, 3,9 cem n/100 Nag S,O,, das sind 3,40 mg Citronen- 
sdure, entsprechend 2,39mg COOH in der Tagesmenge. 
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2. LO cem Lésung A, 5,0 cem n/100 Na, 8,03, das sind 4,35 mg Citronen 


saure, entsprechend 3,02 mg COOH in der Tagesmenge. 

Mittelwerte: Die Tagesmenge enthalt 3,87 mg Citronensdure, ent- 
sprechend 2,70 mq COOH. 

Hippursaure. 

1. 5cem Lésung A, 1,4 cem n/10 Lauge, das sind 9.80 mg N. 115,50 mg 
Hippurséure und 30,78 mg COOH in der Tagesmenge. 

2. 5cem Lésung A, 1,6 cem n/10 Lauge, das sind 11,20 mg N, 132,00 mg 
Hippursdure und 36,00 mg COOH in der Tagesmenge. 

Mittelwerte: Die Tagesmenge enthalt 123,75 mg Hippursdure, ent. 
sprechend 33,39 mq COOH. 

C. Haferfiitterung. 


Das Kaninchen wurde 10 Tage hindurch ausschlieBlich mit Hafer 
gefiittert. Die Gesamtharnmenge betrug 490 cem. Die Aufarbeitung war 
analog der schon beschriebenen. Der Atherextrakt wurde auf 500 cem 
gebracht Lésung A. 

Gesamtaziditat. 


1. 5cem Lésung A, 1,05cem n/10 Lauge, das sind 47,25 mg COOH 
fiir die Tagesmenge. 
2. 5ceem Loésung A, dasselbe Resultat wie zu lL. 
g 


Fliichtige Sauren. 
100 cem Lésung A wurden im Vakuum bei 45° abdestilliert. Das 
Destillat wurde auf 200 cem gebracht = Lésung B. 
1. 10cem Lésung B. 2,0 cem n/100 Lauge, das sind 9,00 mg COOH 
fiir die Tagesmenge. 
2. 10cem Lésung B, dasselbe Resultat wie zu 1. 


Ameisensaure. 


10 cem Lésung B, 4,45 cem n/l00 KMnOy,, das sind 6,14 mg Ameisen- 
sdure, entsprechend 6,00 mg COOH fiir die Tagesmenge. 


Milchsaure. 
Riickstand von Lésung B, gewonnen aus 100 cem Lésung A, mit 
destilliertem Wasser auf 100 cem aufgefiillt Lésung C. 
1. L0cem Lésung C, 0,92 cem n/100 Jod, das sind 2,07 mg Milchsiiure, 
entsprechend 1,03 mg COOH fiir die Tagesmenge. 
2. 10cem Lésung C, 0,93 cem n/100 Jod, das sind 2,09 mg Milchsaure, 
entsprechend 1,04mg COOH in der Tagesmenge. 
3. 10 cem Lésung C, 0,88 eem n/100 Jod, das sind 1,98 mg Milchsaure, 
entsprechend 0,99 mg COOH in der Tagesmenge. 
Mittelwerte: Die Tagesmenge enthalt 2,04 mg Milchsdure, entsprechend 
1,02 mq COOH. 
Oxalsaure. 
l. 5ceem Lésung A, 1,93 cem n/100 KMnQ,, das sind 8,69 mg Oxal- 
siure, entsprechend 8,69 mg COOH fiir die Tagesmenge. 
2. 10cem Lésung A, 3,75 cem n/100 KMnQ,, das sind 8,43 mg Oxal- 
saure, entsprechend 8,43 mg COOH fiir die Tagesmenge. 
Mittelwerte: Die Tagesmenge enthalt 8,56 mg Oxalsdure, entsprechend 
8,56 mg COOH. 
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Citronensaure. 


Nur in Spuren nachweisbar. 


Hippursaure. 
1. 20 cem Lésung A, 1,6 cem n/10 Saéure, das sind 5,60 mg N, 66,00 mg 
Hippurséiure und 18,00 mg COOH in der Tagesmenge. 
2. 20 cem Lésung A, 1,72 cem n/10 Saéure, das sind 6,02 mg N, 70,95 mg 
Hippursaure und 19,35 mg COOH in der Tagesmenge. 
Mittelwerte: Die Tagesmenge enthalt 68,47 ma Hippursdure, ent- 
sprechend 18,68 mg COOH. 


II. Untersuchungen des Hundeharns bei reiner Fleischdiit. 

Einem im Stoffwechselkafig befindlichen Hunde wurde 2 Tage lang 
ausschlieBlich reichliche Fleischkost gereicht. Der unter Toluol gesammelte 
48-Stundenharn wurde bei schwach alkalischer Reaktion bis zur sirupésen 
Konsistenz eingedampft und der Sirup nech starkem Ansiéiuern mit Phosphor- 
siure dreimal je 24 Stunden mit Ather im Lindtschen Apparat extrahiert. 
Der Atherextrakt wurde analog wie oben verarbeitet. Die Gesamtharnmenge 
betrug 700 ccm, der Atherextrakt wurde auf 250 cem gebracht Léosung A. 


Cesamtaziditat. 


!. 5cem Lésung A, 1,6cem n/10 Lauge, das sind 180,00 mg COOH 
fiir die Tagesmenge. 

2. 5cem Lésung A, 1,4 cem n/10 Lauge, das sind 157,50mg COOH 
fiir die Tagesmenge. 

Mittelwert: Die Tagesmenge enthalt 168,75 mg COOH. 


Fliichtige Sauren. 
50cem Lésung A wurden im Vakuum abdestilliert. | Destillat auf 
100 cem gebracht Lésung b. 
1. 5ceem Lésung B, 3,00 cem n/L00 Lauge, das sind 67,00 mq COOH 
in der Tagesmenge. 
2. 5ceem Lésung B, dasselbe Resultat wie zu lL. 


Ameisensaure. 
1. l0cem Lésung B, 1,146cem n/10 KMnO,, das sind 39,54 mg 
Ameisensdure, entsprechend 38,68mq COOH in der Tagesmenge. 
2. 10cem Lésung B, dasselbe Resultat wie zu 1. 


Milchsaure. 

Riickstand von Lésung B, erhalten aus 50 ccm Lésung A, auf 50 cem 
mit destilliertem Wasser aufgefiillt Lésung C. 

1. 10 cem Lésung C, 4,76 cem n/100 Jod, das sind 26,77 mg Milchsaure, 
entsprechend 13,39mg COOH in der Tagesmenge. 

2. 5cem Lésung C, 2,30 cem n/100 Jod, das sind 25,88 mg Milchséure, 
entsprechend 12,94mg COOH in der Tagesmenge. 

Mittelwerte: Die Tagesmenge enthalt 26,32 mg Mulchsdure, ent- 
sprechend 13,16 mg COOH. 
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Oxalsaéure. 

1. 10cem Lésung A, 4,75 cem n/100 KMnQ,, das sind 26,72 mg Oxal- 
siure in der Tagesmenge. 

2. 10cem Lésung A, 4,31 cem n/l00 KMnQO,, das sind 24,25 mg Oxal- 
siure in der Tagesmenge. 

Mittelwert: Die Tagesmenge enthilt 25,48 mg Oxalsdure, entsprechend 
25,48 mg COOH. 

Citronensaure. 


Nur in Spuren nachweisbar. 


Hippursaure. 
1. 10cem Lésung A, 4,00cem n/100 Séure, das sind 7,00mg N, 
82,50 mg Hippursdure und 22,50mq COOH in der Tagesmenge. 
2. 10 cem Lésung A, dasselbe Resultat wie zu 1. 


Ii. Untersuchung von normalem Menschenharn bei gemischter Kost. 

Die Tagesmenge betrug 560 ccm. 460ccem wurden nach Ansauerung 
mit Phosphorséure dreimal mit etwa dem dreifachen Uberschu8 an Ather 
je 24 Stunden extrahiert. Der Atherextrakt wurde. wie oben beschrieben, 
verarbeitet. Das Volumen des Atherextraktes betrug 250 cem Losung A. 


Gesamtaziditiat. 
1. 5ecem Lésung A, 1,4cem n/10 Lauge, das sind 383,49 mq COOH 
in der Tagesmenge. 
2. 5cem Lésung A, dasselbe Resultat wie zu 1. 


Fliichtige Saéuren. 
50cem Lésung A wurden im Vakuum bei 45° destilliert und das 
Destillat auf 25cem aufgefiillt Lésung B. 
1. 5eem Lésung B, 3,00 cem n/100 Lauge, das sind 41,09 mg COOH 
in der Tagesmenge. 


2. 5ceem Lésung B, dasselbe Resultat wie zu 1. 


Ameisensaure. 


5cem Lésung B, 9,00 cem n/100 KMnQ,, das sind 37,80 mg Ameisen- 
sdure, entsprechend 36,98 mg COOH in der Tagesmenge. 


Milchsaure. 
Riickstand von Lésung B, erhalten aus 59 cem Lésung A, auf 50 cem 
mit destilliertem Wasser gebracht = Lésung C. 
1. 10cem Lésung C, 5,24cem n/100 Jod, das sind 71,76 mg Milch- 
siure, entsprechend 35,88 mg COOH in der Tagesmenge. 
2. 10 cem Lésung C, 5,35 cem n/100 Jod, das sind 73,29 mg Milchsaure, 
entsprechend 36,64 mg COOH in der Tagesmenge. 
Mittelwerte: Die Tagesmenge enthalt 72.52 mg Milchsdure,  ent- 
sprechend 36,26mgq COOH. 
Oxalsaure. 
1. 10cem Lésung A, 0,46 cem n/100 KMnQ,, das sind 6,30 mg Oxal- 
siure in der Tagesmenge. 
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2. 10cem Lésung A, 0,54cem n/100 KMnQ,, das sind 7,39 mg Oxal- 
saure in der Tagesmenge. 
Mittelwerte: Die Tagesmenge enthalt 6,84 mq Oxalsdure, entsprechend 
6,84mg COOH. 
Citronensaure. 
1. 20cem Loésung A, 4,00cem n/100 Na,S,0;, das sind 21,28 mg 
Citronensaiure und 14,96 mg COOH in der Tagesmenge. 
2. 20cem Lésung A. 3,00cem n/100 Na,S,0;, das sind 15,96 mg 
Citronensiure und 11,21 mg COOH in der Tagesmenge. 
Mittelwerte: Die Tagesmenge enthalt 18,62 mq Citronensdure, ent- 
sprechend 13.08 mq COOH. 
Hippursaure. 
1. l0cem Lésung A, 1,8cem n/10 Séure, das sind 76,69mg N, 
903,80 mg Hippurséure und 246,50 mg COOH in der Tagesmenge. 
2. 20cem Lésung A, 3,9ccm n/10 Saéure, das sind 83,08 mg N, 979,10 mg 
Hippursaure und 267,00 mg COOH in der Tagesmenge. 
Mittelwerte: Die Tagesmenge enthalt 941,45 mg Hippursdure, ent- 
sprechend 246,70 mq COOH. 


Bestimmung der Citronensédure im wasserigen Harnanteil nach 
Abtrennung der Atherschicht. 


1. 50cem Harn, 3.6cem n/10 Na,S,O;, das sind 141,16 mg Citronen- 
saure und 99,21 mg COOH in der Tagesmenge. 
2. 50cem Harn, 4,1 com n/10 Na,S,O,, das sind 160,76 mg Citronen- 
saure und 113,00 mg COOH in der Tagesmenge. 
Mittelwerte: Die Tagesmenge enthdlt 150.96 mq Citronensdure, ent- 
sprechend 106,10 mg COOH. 
Citronenséure im Atherextrakt ... . . . . . 18,62mg pro Tag 
wiasserigen Harnanteil . . . . 150,96 ,, 
Summe 169,58 mg 


Citronensdure in der Tagesmenge des Nativharns. 


Es wurde noch ein anderer Normalharn untersucht, und zwar wurde 
nur ein Bruchteil der Tagesmenge, naimlich 20 cem von 1340 ccm Gesamt- 
harn nach Anséuren mit Phosphorséure dreimal je 24 Stunden mit je 
700 cem Ather extrahiert. Der gewonnene Atherextrakt wurde im Vakuum 
auf ein Volumen von 150 cem gebracht = Lésung A. 


Citronenséurebestimmung. 


1. 50cem Lésung A, 0,98cem n/l00 Na,S,O,, das sind 68,95 mg 
Citronensaure und 48,48 mg COOH in der Tagesmenge. 

2. 60cem Lésung A, 1,29cem n/100 Na,S,O,, das sind 75,76 mg 
Citronensiure und 53,28mg COOH in der Tagesmenge. 

Mittelwerte: Die Tagesmenge enthalt 72,35 mq Cuitronensdure, ent- 
sprechend 50,88 mq COOH. 


Bestimmung der Citronensaéure im urspriinglichen Harn. 


1. 50cem Harn, 1,90 cem n/10 Na,S,O,, das sind 178,27 mg Citronen- 
saure und 125.30 mg COOH in der Tagesmenge. 
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2. 50cem Harn, 1,70 cem n/10 Na,S,O,, das sind 159,50 mg Citronen- 
siure und 112,10mg COOH in der Tagesmenge. 

Mittelwerte: Die Tagesmenge des Nativharns enthalt 168,80 mg Citronen- 
sdure, entsprechend 118,70mgq COOH. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde der Einflu8 der Ernahrungsart auf die Ausscheidung 
atherléslicher Saiuren im Harn gepriift. Untersucht wurden Harne 
nach rein vegetabilischer Kost (Kaninchenharne nach Kohl-, Riiben- 
und Haferfiitterung), bei reiner Fleischdiit (Hundeharn nach aus- 
schlieBlicher Fiitterung mit viel Fleisch) und schlieBlich bei gemischter 
Ernahrung (normaler Menschenharn). 

2. In den einzelnen Atherextrakten wurden Ameisensiure, Milch- 
siure, Oxalsiure, Citronensiure und Hippursaéure nachgewiesen und 
deren Gehalt quantitativ bestimmt. AuBerdem wurde die Gesamt- 
aziditat der Atherextrakte ermittelt. Es wurden die Methoden zur 
Bestimmung der einzelnen Sauren genau beschrieben und die Ergebnisse 
in einer Tabelle zusammengefaBt. 

3. Ein Einflu8 der Ernahrungsweise auf die AusscheidungsgréBe 
der einzelnen atherléslichen Séuren war deutlich wahrnehmbar.  Be- 
ziiglich des Kinflusses der vegetabilischen Nahrung lieB es sich fest- 
stellen, daB vor allem das griine Gemiise, in unserem Falle Kohlfutter, 
die Ausscheidung dieser Siuren betrachtlich steigert, Haferdiit hin- 
gegen letztere ziemlich stark beeintrichtigt. So erscheint die Citronen- 
siure nach Haferfutter lediglich in Spuren im Harn. 

Reine Fleischdiat fiihrt zur ErhGhung der Ameisensiure- und Oxal- 
siurewerte im Harn, dagegen wird der Hippursiuregehalt des Harnes 
sehr herabgesetzt und die Citronensiure ist nur mehr in Spuren nach- 
weisbar. 

Bei gemischter Kost werden alle erwihnten atherléslichen Saiuren 
in reichlicher Menge im Harn ausgeschieden. 

4. In jedem Atherextrakt war ein nicht bestimmbarer Siurerest 
zu verzeichnen. Wahrend dieser Saurerest in fast allen untersuchten 
Fallen nur einen relativ geringen Bruchteil der Gesamtaziditat aus- 
machte, war er im Kaninchenharn nach Riibenfiitterung sehr betracht- 
lich. Welcher Natur dieser fragliche Saiurewert sei, konnten wir bis 
jetzt nicht feststellen. Eine eigene diesbeziigliche Untersuchung ist 
in Aussicht genommen. 
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Untersuchungen zur physikalischen Chemie der Resorption. LV. 


Von 
P. J. Jurisi¢. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine experimentelle Pathologie und Pharmako- 
logie der Universitat in Zagreb.) 


(Eingegangen am 12. Dezember 1932.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Als wichtiges Ergebnis der Permeabilitétsforschungen an quell- 
baren Membranen kann zweifelsohne die Tatsache erachtet werden, 
daB die Permeabilitiitszunahme einer quellbaren Membran von einer 
Quellungszunahme derselben begleitet wird. Es sind diesbeziiglich in 
erster Linie die schénen Untersuchungen von Risse! aus dem Hdber- 
schen Institut zu erwahnen, in welchen die erwihnte GesetzmaBigkeit 
mit aller Deutlichkeit zutage tritt. In unseren friiheren Untersuchungen 
iiber die physiko-chemischen Grundlagen der Resorptionserscheinungen 
an uberlebender isolierter Froschhaut wurde dagegen gezeigt, daB die 
Druckfiltration der physiologischen Kochsalzlésung trotz bedeutender 
Quellungszunahme der tiberlebenden Froschhaut in der Richtung 
AuBenhaut + Innenhaut abgesperrt wird?. Wir sprachen von prinzipiell 
verschiedenem Verhalten in dieser Hinsicht zwischen einer gequollenen 
tiberlebenden Froschhautmembran und einer anderen quellbaren 
Membran, z. B. einer Gelatinemembran. Der Grund dafiir liegt in 
polarem Bau der Froschhautporen, welche Polaritiét auch darin zum 
Ausdruck kommt, da®B die Froschhautporen ebenfalls an einer ge- 
quollenen tiberlebenden Membran mit Druck in der Richtung AuBen- 
haut — Innenhaut fir Flissigkeitsfiltration abgesperrt werden kénnen, 
die Poren einer Gelatinemembran dagegen nicht. Wie prompt die 
iiberlebende isolierte Froschhaut in dieser Hinsicht reagiert, tritt 
besonders deutlich hervor, wenn man in der schon  beschriebenen 
Versuchsanordnung?® destilliertes Wasser statt physiologischer Kochsalz- 
lésung verwendet. Um dies zu zeigen, fiihre ich folgenden Versuch an: 


1 O. Risse, Pfliigers Arch. 212, 213, 1926. 
2 P. J. Jurisic, diese Zeitschr. 141, 486, 1931. 
3 Derselbe, 1. ce. S. 487. 
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Versuch 1. 


Frischer Froschhautsack. Innerer Durchmesser des Glasrohres 5 mm. 
Hydrostatischer Druck 300 mm. Innen- und AuBenfliissigkeit : destilliertes 
Wasser. 





MS.* 
Zeit nach Beginn Froschhautsack normal Froschhautsack gewendet 
des Versuchs 


3... Saree Um 38em gesunken Unverandert 

10. pat ae » te os “ 

21 , ee a . - 

45 , at aoe Um 3mm gesunken 
* MS. = Meniskusstand im Glasrohr. 


In einem ahnlichen Versuch bei Verwendung von m/8 KCl-Lésung 
als Innen- und AuBenfliissigkeit war der Fliissigkeitsmeniskus im Glas- 
rohr nach 45 Stunden seit Beginn des Versuchs bloB um 1,5 cm gesunken. 
In diesen wie in friiheren in dieser Richtung angestellten Versuchen 
erblicke ich einen vollen Beweis, daB die bisherige Auffassung tiber 

die Wanderung von zuerst kolloidal gebundenem Wasser 


durch iiberlebende Froschhaut unrichtig ist. Denn 
ware es so. so bliebe der erwahnte Versuch mit Wasser 
GR ganz unverstindlich. 
GS ‘ ; 
onlaan Es wurde nun weiter untersucht, ob die besprochene 
nin Verschiedenheit einer quellbaren Gelatine- oder Agar- 








membran und einer iiberlebenden gequollenen Frosch- 
wz haut beziiglich der Druckfiltration von Flissigkeit 
auch fiir die Richtung Innenhaut -> AuBenhaut gilt. 
Die Versuchsanordnung war folgende: Nach Abpripa- 











A : ; : 
ra 5) rierung der Bauchhaut wurde dieselbe auf einen Glas- 
MS zvlinder wasserdicht montiert. Weitere Einzelheiten 
Abb. 1. sind aus Abb. 1 ersichtlich. 
GR = Glasrohr. ; , ; 
GS = Gummi- Das Metallsieb diente dazu, um die starke Ausbuch- 
opty... tung der Membran unter hydrostatischem Druck, welcher 


zylinder. bei diesen Versuchen in bezug auf die Héhe der Fliissig- 
os od — keitssiule etwa 500mm _ betrug, hintanzuhalten. Nach 
MS = Metallsieb. Fiillung des Glaszylinders mit physiologischer Kochsalz- 
lésung wurde ein Gummistépsel mit Glasrohr wasserdicht 
aufgedriickt. Die Fliissigkeit stieg dann im Glasrohr je nach dem 
Durchmesser desselben verschieden hoch. Die Froschhaut wurde dann 
bei senkrechter Lage des Zylinders in  physiologische Kochsalzlésung 
eingetaucht. Nun wurde die Zeit bestimmt, in welcher der Fliissig- 
keitsmeniskus im Glasrohr eine bestimmte Strecke passierte (Abb. 1). 
Dann wurde das Glasrohr mit Fliissigkeit wieder bis zum _ urspriing- 
lichen Meniskusstand gefiillt und neuerlich die Zeit bestimmt, in welcher 
der Meniskus die friihere Strecke durchlief. Als Beleg fiihre ich einen 
Versuch an. 
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Versuch 2. 

Innerer Durchmesser des Glasrohres 2mm. Hydrostatischer Druck 
500mm. In 4Stunden 34 Minuten seit Beginn des Versuchs sank der 
Fliissigkeitsmeniskus um 18cm vom oberen Ende des Glasrohres. Nach 
neuerlicher Fiillung des Glasrohres wurde dieselbe Strecke in 23 Minuten 
zuriickgelegt. 

Aus diesem Versuch ist ersichtlich, daB die Permeabilitatszunahme 
der iiberlebenden Froschhaut in bezug auf die Druckfiltration von 
Fliissigkeit in der Richtung Innenhaut —» AuBenhaut ebenfalls, wie 
die einer anderen quellbaren Membran, von einer Quellungszunahme 
begleitet wird. 

Nun wurden weitere Versuche in bezug auf den polaren Bau der 
Froschhautporen ausgefiihrt. Es wurde nimlich die Frage aufgeworfen, 
ob die Froschhautporen nicht nur auf den hydrostatischen bzw. Ultra- 
filtrationsdruck, sondern auch auf den Fliissigkeitseinstrom in osmoti- 
schem Versuch reagieren. Es schien mir diese Frage zuerst aus dem 
Grunde von Bedeutung zu sein, weil, wie Przylecki' zeigen konnte, 
die Frésche die Fahigkeit besitzen, auch nach dem Abbinden der 
Ureteren den einwarts gerichteten Wasserstrom durch die Haut so zu 
beeinflussen, daB die Wasseraufnahme sistiert wird, ohne daB es zu 
einer Aufquellung der Tiere kommt. Diese Tatsache ist aber unvereinbar 
mit der Overtonschen? Annahme, daB die Wasseraufnahme durch die 
Haut beim Frosch nur in der Weise vor sich ginge, wie in einer mit 
Salzlésung gefillten und in Wasser eingetauchten Pfefferschen Zelle. 
Wenn dies der Fall ware, so wire die sehr geringe Erniedrigung der 
molekularen Konzentration des Blutes in Versuchen von Przylecki 
nicht zu erklaren. Es steht zwar fest, daB Frésche in einer ihrem Blute 
hypotonischen Salzlésung langsamer Wasser aufnehmen kénnen als in 
destilliertem Wasser und daB in isotonischen Salzlésungen die Wasser- 
aufnahme sistiert wird. Die Funktion der Nieren sorgt dafiir, daB im 
ersten Falle, wie in reinem Wasser, die Aufrechterhaltung von 
normalem | bestehen bleibt. AuBerdem wissen wir, daB die Konstant- 
erhaltung von A nur einseitig entwickelt ist, d.h. in einem hyper- 
tonischen Medium verlieren Frésche an Wasser und die Salzkonzentra- 
tion im Blute steigt®. Die Versuche von Przylecki zeigen aber, daB, bei 
Ausschaltung der Nierenfunktion, besondere Regulationsmechanismen 
in der Haut vorhanden sein miissen, welche neben den osmotischen 
Gesetzen den Wassereinstrom durch die Froschhaut regulieren4. 


1 St. v. Przytecki, C. vr. de la Société des Sciences de Varsovie 1918/19, 
zit. nach J. K. Parnas, diese Zeitschr. 114, 3, 1921. 

* Overton, Verhandl. d: physiol. med. Ges. zu Wiirzburg 36, 272, 1904, 
zit. nach Parnas, |. c. 8S. 2. 

3 Parnas, 1. ¢. 8S. 2. 

4 Derselbe, l.c. S. 4. 
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Ich glaube, dab die folgenden Versuche zur Klirung dieser Frage bei- 
tragen kénnen. Bindet man naémlich an einem von mir schon beschriebenen 
Osmometer! mit feiner Kapillare einen frisch hergestellten Froschhautsack 
und fiillt den Apparat mit physiologischer Kochsalz- oder m/8 KCl-Lésung, 
so zeigt sich, daB beim gleichen osmotischen Werte der Innenlésung der 
osmotische Effekt in Form von Uberfiihrungsgeschwindigkeit der Fliissigkeit 
im Steigrohr ein ganz anderer ist, je nachdem die AuBenhaut oder die 
Innenhaut an die AuBenfliissigkeit (destilliertes Wasser) grenzt. 


is ertibrigt sich wohl zu sagen, daB bei diesen Versuchen Frosch- 
hautsacke von gleicher GréBe verwendet wurden. Um dies zu illustrieren, 
fiihre ich folgende Versuche an: 


Versuch 3, 
Frischer Froschhautsack. Innenflissigkeit; m/8 KCl-Lésung. AuBen- 
tliissigkeit: destilliertes Wasser. 
Froschhautsack normal (MS. 5em). 
Nach 5 Stunden seit Beginn des 
Versuchs MS. unverdandert. 


Froschhautsack gewendet (MS. 
4,5em). Der Fliissigkeitsmeniskus 
hat im geneigten Teile des Steig- 
rohres in | Stunde seit Beginn des 
Versuchs die Strecke von 70 em 
zuriickgelegt . 


Versuch 4. 
Frischer Froschhautsack. —Innenfliissigkeit: m,8 KCl-Lésung. 
fliissigkeit : destilliertes Wasser. 
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Froschhautsack normal (MS. 5em). 
Nach 15 Stunden seit Beginn des 
Versuchs hat der Fliissigkeits- 
meniskus im geneigten Teil des 
Steigrohres eine Strecke von 3 cm 
zuriickgelegt. 


Versuch 


Frischer Froschhautsack. 


Froschhautsack gewendet (MS. 
5em). Der Fliissigkeitsmeniskus 
hat in 1 Stunde nach Beginn des 
Versuchs im geneigten Teil des 
Steigrohres eine Strecke von 60 cm 
zurtickgelegt. 


5. 


Innenfliissigkeit: m/8 NaCl-Lésung. AuBen- 


fliissigkeit: destilliertes Wasser. 


Froschhautsack normal (MS. 5cem). 
Nach 3 Stunden seit Beginn des 
Versuchs hat der Fliissigkeits- 
meniskus im geneigten Teil des 
Steigrohres eine Strecke von 9 cm 
zuriickgelegt. 


Froschhautsack gewendet (MS. 
5em). In 1 Stunde seit Beginn des 
Versuchs hat der Fliissigkeits- 
meniskus im geneigten Teil des 
Steigrohres eine Strecke von 55cm 
zuriickgelegt. 


Es ist bei diesen Versuchen? von Interesse, daB der osmotische 
Wassereinstrom durch tiberlebende isolierte Froschhaut gerade in jener 


1 PL. J. Jurisi¢é, loc. 8. 480. 


2 Das Steigrohr des Osmometers wurde in der Héhe des Fiilltrichters 
(5cem) gegen die Horizontale um 30° gebogen. MS. bedeutet den Meniskus- 
stand im vertikalen Teile des Steigrohres. 
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Richtung eine Erschwerung erleidet, in der er sonst am unversehrten 
Tiere normaliter stattfindet. Da wir aber oben wie in friiheren Unter- 
suchungen zeigen konnten, daB Wasser durch tiberlebende Froschhaut 
einzig und allein durch praformierte Hautkanile, die sich in einer 
Richtung durch Druck sperren lassen, wandern kann, so wiren die 
Versuche von Przylecki -- meiner Meinung nach -- so zu deuten, dab 
der Frosch neben den osmotischen Gesetzen durch aktives Offnen und 
SchlieBen der Porenédffnungen in der AuBenhaut den osmotischen 
Wassereinstrom regulieren kann. So ware die Haut am unversehrten 
Frosch nicht unbedingt, blo®B auf Grund einer rein physikalischen 
Permeabilitat, fiir Wasser durchlassig, sondern kénnte der osmotische 
Wassereinstrom durch physiologische Sperrvorrichtungen in der Haut 
reguliert werden. Nun sind weitere Versuche im Gange, die zu 
dem Zwecke unternommen wurden, die Existenz der besprochenen 
Erscheinungen, die wir an der Froschhaut gefunden haben, auch an 
anderen tierischen resorptiven Membranen bzw. solchen, die durch 
irreziproke Permeabilitat charakterisiert sind, zu priifen. Es ist von 
Interesse, daB Brauner! einen Unterschied in der Druckfiltration von 
Wasser bei der Samenschale der RoBkastanie gefunden hat, je nachdem 
die Filtration in der Richtung AuBenseite  Innenseite oder um- 
gekehrt stattfindet. Uber diese Fragen, speziell aber iiber die Rolle 
elektrischer Faktoren bei diesen Erscheinungen, werde ich in einer 
besonderen Mitteilung berichten. 

Auf Grund der bisherigen Versuchsergebnisse steht es offen, dic 
Erscheinung der irreziproken Permeabilitét in zweifacher Richtung 
zu analysieren. Die osmotischen Erscheinungen an der Froschhaut, 
genau so wie auch die Druckfiltration von Fliissigkeit bei in Alkohol 
getéteten Froschhautmembranen, wo die Sperrung der Haut in der 
Richtung AuBenhaut —» Innenhaut durchbrochen wird, lassen vermuten, 
da8 die Froschhautporen, auf Grund von Untersuchungen von Manegold®, 
an beiden Porenenden einen verschiedenen Querschnitt haben. Amson* 
war der erste, welcher die Méglichkeit einer Erklirung der irreziproken 
Permeabilitét in diesem Sinne erwaihnt hat. Da bei unseren fritheren 
Versuchen* gezeigt werden konnte, daB die Farbstoffdiffusion durch 
iiberlebende Froschhautsicke unter einem hydrostatischen Druck der 
verwendeten Farbstofflésung, ohne Riicksicht auf die chemische Natur 
der Farbstoffe, in der Richtung: Innenhaut — AuBenhaut immer 
stiirker ausgepragt ist als in umgekehrter Richtung, d.i. bei ge- 


1 R. Brauner, Jahrb. ft. Bot. 73, 513, 1930. 

2 Manegold, vgl. Medizinische Kolloidlehre, 8S. 79ff. Dresden, Verlag 
Steinkopff, 1932. 

3 K. Amson, Pfliigers Arch. 225, 480, 1930. 

4 P. J. Jurisi¢, |.c. S. 488 — 489. 
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schlossenem Wasserweg, so steht ebenfalls die Méglichkeit offen, die 
irreziproke Permeabilitat als eine Frage der Diffusion bei offenem 
oder gesperrtem Wasserweg zu betrachten. Ich meine damit folgendes: 
Da bekannt ist, daB Methylenblau, z. B. auch bei Vermeidung eines 
hydrostatischen Druckes, durch iiberlebende Froschhaut hauptsachlich 
in der Richtung Innenhaut > AuBenhaut diffundiert, so kénnte also 
die viel schwaichere Diffusion in umgekehrter Richtung ebenfalls in 
dem Sinne aufgefaBt werden, daB im ersten Falle die Farbstoffdiffusion 
bei offenem, im zweiten dagegen bei geschlossenem Wasserweg statt- 
findet. 


Beide Erklarungsméglichkeiten stehen momentan, als Arbeits- 
hypothese, gleichberechtigt da. Es hat sich zuerst darum gehandelt, 
einen Indikator zu finden, welcher den offenen oder gesperrten Wasserweg 
in der Haut anzeigen kénnte. Zu diesem Zwecke wurde der elektrische 
Widerstand der Froschhaut bei offenem und versperrtem Wasserweg 
gemessen. Es war damit zu rechnen, daB dieser Widerstand unter der 
Voraussetzung, dafB ein von auben 
angelegter elektrischer Strom auch 
durch die Hautkanile flieBt, in 
beiden Fallen ein anderer sein wird. 
Die Methodik ist aus Abb. 2 und 3 
ohne weiteres ersichtlich. 
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Abb. 2. 
R = Glasrohr. El = Pt-Elektrode. 

S = Gummistipsel. Z = Membranzylinder. 
M = Froschhautmembran (oben Aufienhaut). 
AK = Klemme. S = Metallsieb. 

G = Gummiring. FF = Fliissigkeitsstand im 
aiuBeren und inneren Zylinder. 

Zq = duBberer Glaszylinder. 
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Abb. 3. 


Rk = Glasrohr. Cu = Kupferelek- 
trode. Gs = Glasscheibe. 
M = Froschhautmembran (rechts 
Aufenhaut). A = Kiivette. 
St = Gummistépsel. Schraffiert 
= Gummidichtungen. 


Bei der Apparatur, die in der Abb. 2 dargestellt ist, wurde die SchlieBung 
der Poren durch Erzeugung eines bestimmten Uberdruckes, welcher an 
einem Manometer abgelesen wurde, bewerkstelligt. Beim Apparat in Abb. 3 
wurde dasselbe mit Erzeugung eines hydrostatischen Druckes im Glasrohr 





ee oe ee ee ee ee 


~~ ~ 














Physikalische Chemie der Resorption. LV. 455 


erreicht. Es hat sich bei diesen Versuchen gezeigt., dali das Tomminimum 
bei der Messung des elektrischen Widerstandes in der Kohlrauschschen 
Anordnung nur dann scharf war, wenn der Froschhaut ein Zusatzwiderstand 
von einigen 100 Ohm hintereinander geschaltet wurde. Bei meinen Ver 
suchen verwendete ich einen Widerstand von 800 Ohm. Das Resultat 
dieser Versuche war ein unerwartetes. In allen Druckgebieten (Abb. 2: 
10 bis 20em Hg; Abb. 3: hydrostatischer Druck 40 ¢m) bei diesen Ver- 
suchen, genau so wie bei Vermeidung eines Uberdruckes, blieb der elektrische 
Widerstand der iiberlebenden Froschhaut unveraindert. Nun wurde an dem 
in der Abb. 3 dargestellten Apparat, welcher aus zwei ganz symmetrischen 
Halften gebaut wurde, bei abgenommenem Glasrohr der Widerstand der 
Froschhaut bestimmt, wenn sich auf einer Seite Methylenblau (in physiologi- 
scher NaCl gelést), auf der anderen Seite physiologische Kochsalzlésung 
oder umgekehrt befindet. Diese Versuche haben ebenfalls ergeben, dats 
der elektrische Widerstand derselbe bleibt, ganz gleichgiiltig, ob die 
Methylenblaulésung an Innen- oder AuBenhaut grenzt. Obwohl diese 
Versuche in bezug auf den angestrebten Zweck negativ ausgefallen sind. 
sind dieselben dennoch in einer anderen Richtung von Bedeutung. Es 
fragt sich nun, ob ein von auBen angelegter elektrischer Strom iiberhaupt 
durch die Hautkanile in der Froschhaut flieBt oder ob er den Weg des 
geringeren Widerstandes durch das Zwischengewebe einschlagt. 

Diese Frage ist ebenfalls von Wichtigkeit, da bekanntlich angenommen 
wird, daB die Fliissigkeitsverschiebung im Reidschen Versuch! als eine 
ponderomotorische Wirkung der Hautruhestréme angesehen wird, die in 
Form von Kreisstrémen durch Gewebe und Hautporen flieBen. Ich habe 
auch in dieser Arbeit eine Reproduktion des Reidschen Versuchs mit 
Froschhautsicken in vielen Versuchen angestrebt, aber trotz aller Kautelen 
ist es mirin keinem einzigen Versuch gelungen, eine Fliissigkeitsverschiebung 
zu konstatieren, Obwohl meine Osmometer auf den Fliissigkeitseinstrom 
sehr empfindlich waren. Die Reproduktion des Reidschen Versuchs von 
Wertheimer? scheint mir nicht beweisend zu sein. Wertheimer hing mit 
physiologischer Kochsalzlésung gefiillte und in dieselbe Lésung eingetauchte 
Froschhautsaicke in normaler Lage auf und bestimmte nach einer be- 
stimmten Zeit den Gewichtsverlust der AuBenfliissigkeit. Dieser Gewichts- 
verlust war Wertheimer ein MaB fiir die Fliissigkeitswanderung durch die 
Froschhaut in der Richtung AuBenhaut —» Innenhaut. Es ist klar, dab 
der erwihnte Gewichtsverlust noch kein Ausdruck der Uberfiihrung von 
freier Fliissigkeit in der erwahnten Richtung zu sein braucht. Er ist viel- 
mehr, auf Grund des negativen Ausfalles der erwihnten Versuche mit 
Osmometer zu urteilen, bloB eine Folge der Quellung der AuBenhaut in 
der AuBenfliissigkeit. Wertheimer selbst hat den Reidschen Versuch osmo- 
metrisch nicht reproduzieren kénnen. 


Es ist bekannt, daB Amson*®, im AnschluB an die Versuche von 
Niina*, die Rolle des von auBen angelegten Gleichstroms auf die 
irreziproke Permeabilitaét von Methylenblau studiert hat und zu dem 
Resultat gekommen ist, daB sich eine Beeinflussung -— selbst bei An- 


' W. Reid, J. of Physiol. 26, 436, 1901. 

* Vgl. E. Wertheimer, Protoplasma 2, 1927, daselbst die Literatur. 
3 K. Amson, loc. 8S. 474, 475. 

4 


T. Niina, Pfliigers Arch. 204. 332, 1924. 
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wendung von fiir physiologische Verhaltnisse sehr starken Strémen 

nicht erzielen laBt. Diese Tatsache spricht - meines Erachtens — 
ebenfalls dafiir, daB ein von auBen angelegter elektrischer Strom durch 
die Hautkaniile nicht flieBt, denn ware es so, so lieBe sich wohl eine 
Beeinflussung der irreziproken ‘Permeabilitéit als Ausdruck der kata- 
phoretischen Wanderung des Farbstoffes durch die Froschhaut erwarten. 


Um aber die Frage zu entscheiden, ob ein von auBen angelegter elektri- 
scher Strom durch die Hautporen flieBt, ware es wohl das einfachste, die 
elektroosmotische Fliissigkeitswanderung durch die Froschhaut zu ver- 
suchen. Die Apparatur, die mir zur Verfiigung stand, erlaubte leider. 
wegen der stérenden Elektrolysevorginge, blo eine Anwendung von 
Wechselstrémen. Ich verwendete dabei die in der Mitteilung II dieser 
Untersuchungen unter Abb. 1 und 2 dargestellten Apparate'. Zu beiden 
Seiten der Kiivette waren Kupferelektroden, wie in Abb. 3 in dieser Mit- 
teilung, angebracht. Die Froschhaut hat nach Untersuchungen von Bayliss 
und Galeotti? Detektoreigenschaften. Es war nun zu erwarten, dab, bei 
Bevorzugung der einen Phase des Stromes und bei laingerer Dauer der 
Versuche unter der Voraussetzung, daB die Detektorwirkung auch fiir 
StromdurchlaB durch die Poren giiltig ist — , eine elektroosmotische Fliissig- 
keitsverschiebung in einer Richtung des Stromes zustande kame. Diese 
Versuche haben also bloB eine bedingte Giiltigkeit. Zu beiden Seiten der 
iiberlebenden, straff gespannten Froschhaut befand sich physiologische 
Kochsalzlésung. Nach dem Aufsetzen der kapillaren Steigrohre fiillte die 
Fliissigkeit den horizontalen Teil derselben fast vollstandig. Es wurde ein 
Du Bois-Reymondsches Schlitteninduktorium verwendet. Versuchsdauer : 
15 Stunden. Primarer Strom wurde durch einen 2-Volt-Akkumulator 
gespeist. Sekundire Spule, welche um die primiére Spule (mit Eisenkern) 
ganz eingeschoben war, hatte 5000 Windungen.  Stromunterbrechung: 
Neefscher Hammer. Diese Versuche haben keine Wanderung der Fliissigkeit 
in einer Richtung des Stromes ergeben. Der Fliissigkeitsmeniskus zog sich 
vielmehr in allen diesen Versuchen bis zur Ansatzstelle des Steigrohres 
zuriick. Durch diese Darlegungen bleiben natiirlich die Erscheinungen 
der anomalen Osmose durch iiberlebende und tote Froschhaut unberiihrt. 
bei welchen, durch die Entstehungsbedingungen der Potentialdifferenzen 
an beiden Porenenden, der elektrische Strom durch die Hautkaniile 
flieBen mub. 


Nun wurde gepriift, ob der elektrische Wechselstrom fiir die Druck- 
filtration durch iiberlebende Froschhaut eine Bedeutung hat. Es wurden 
Froschhautsicke an Glasrohre, wie friiher erwaihnt, montiert. Die 
Pt-Elektroden wurden in das obere Ende des Glasrohres und in die 
AuBenflissigkeit eingetaucht. Als Innen- und AuBenfliissigkeit wurde 
physiologische NaCl-Lésung verwendet. Nun hat sich gezeigt, dab 
die Druckfiltration von Fliissigkeit bei normalen Froschhautsicken 
wahrend der elektrischen Durchstr6mung immer gr6Ber war als bei 


1 PL J. Jurizic, loc. 8. 482. 
2 Zit. nach Hoéber, Phys. Chem. d. Zelle u. Gewebe 1925, 8. 432. 
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sonst unter gleichen Bedingungen stehenden, nicht durchstrémten 
Praparaten. Bei gewendeten Froschhautsicken blieb dagegen die 
elektrische Durchstrémung der Praparate fiir die Sperrung der Haut 
in der Richtung AuBenhaut + Innenhaut ohne Belang. 


Ich habe nun versucht, die Frage der irreziproken Permeabilitat 
als einer Diffusion durch offene bzw. geschlossene Hautporen auf eine 
andere Weise zu lésen. Froschhautsicke wurden in gewendeter Lage 
an QOsmometer montiert. Innenlésung: Physiologische Kochsalz- 
losung. AuBenlésung: Wasserige Farbstofflésungen. Ergebnisse dieser 
Untersuchungen sind aus den Versuchen 6 bis 9 ersichtlich. 


Versuch 6, 


Froschhautsack gewendet. Froschhautsack gewendet. 
(MS. 5 em.) (MS. 5em.) 

Innenfliissigkeit: 0,75 °ige NaCl-Lésung. 
Aubenflissigkeit : 0,2°,, Fuchsin S. AuBbentliissigkeit : destilliertes Was- 
Nach 30 Minuten seit Beginn des ser. In 30 Minuten seit Beginn des 
Versuchs MS.: unverandert. Nach Versuchs hat der Fliissigkeits- 
3 Stunden hat der Fliissigkeits- meniskus im geneigten Teil des 
meniskus im geneigten Teil des Steigrohres eine Strecke von 60em 
Steigrohres eine Strecke von 6 em zuriuckgelegt. 


zurickgelegt. 


Versuch 7. 


Froschhautsack gewendcet. Froschhautsack gewendet. 
(MS. 5em.) (MS. 5em.) 


Innenfliissigkeit: 1°,ige NaCl-Loésung. 


Aubenftliissigkeit : 0,2°,, Methylen- Aubenfliissigkeit: 0,2°,,  Fluores- 
blau. In 45 Minuten seit Beginn cein. In 45 Minuten seit Beginn 
des Versuchs hat der Fliissigkeits- des Versuchs hat der Fliissigkeits- 
meniskus im geneigten Teil des meniskus im geneigten Teil des 
Steigrohres eine Strecke von 28 em Steigrohres eine Strecke von 3.5em 
zuriickgelegt. zuruckgelegt. 


Versuch 8, 


Froschhautsack gewendet. Froschhautsack gewendet. 
(MS. 5em.) (MS. 5em.) 


Innenfliissigkeit : 0,75 °,ige NaCl-Lésung. 


Aubenflissigkeit: 0.2°,  Fuchsin AuBenfliissigkeit: 0,2°,, Losin w. 
bas. In 1 Stunde seit Beginn des In | Stunde seit Beginn des Ver- 
Versuchs hat der Fliissigkeits- suchs hat der Fliissigkeitsmeniskus 
meniskus im geneigten Teil des im geneigten Teil des Steigrohres 
Steigrohres eine Strecke von 30 em eine Strecke von 3¢m = zuriick- 


zuriickgelegt. gelegt. 
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Versuch 9. 


Froschhautsack gewendet. (MS. 5cm.) Innentliissigkeit : 1°, ige NaCl- 


Lésung. AuBenfliissigkeit : 0,2 %o Kongorot. In ] Stunde seit Beginn des 
Versuchs hat der Fliissigkeitsmeniskus im geneigten Teil des Steigrohres 
eine Strecke von 60 em zuriickgelegt. 


Versuch 10. 


Froschhautsack gewendet. Innenfliissigkeit : 0,75 °, ige NaCl. (MS. 5cm.) 
Aubenfliissigkeit : 0,2 “o Orange I. Nach 4 Stunden seit Beginn des Versuchs 
blieb der Meniskusstand im Steigrohr unverandert. 


Die Versuche mit obengenannten Farbstotfen haben also ergeben, 
daB die Intensitat des osmotischen Flissigkeitseinstromes durch iiber- 
lebende Froschhaut eine ganz andere ist, je nachdem sich _ bei sonst 
gleichen Bedingungen -~ in der AuBenflissigkeit ein Saurer oder ein 
basischer Farbstoff befindet. Der Versuch mit Kongorot zeigt aber 
auBerdem, daB die chemische Natur der verwendeten Farbstoffe ver- 
mutlich nicht ausschlieBlich in dieser Hinsicht von Bedeutung ist, 
sondern daB die erwahnte Erscheinung nur dann zum Ausdruck kommt, 
wenn es sich um diffusible Farbstoffe handelt. In allen diesen Ver- 
suchen war namlich, friiher oder spiter, die Innenlésung durch 
Diffusion der Farbstoffe gefarbt. Kongorot zeigte sich auch bei 
diesen Versuchen als nicht diffundierbar. Die Erschwerung des 
osmotischen Fliissigkeitseinstromes bei sauren diffusiblen Farbstoffen 
lieBe sich wohl als eine ‘olge der Verengung der Hautkanile oder 
einer Verkleinerung des Diffusionsquerschnittes, wenn die Innenhaut 
an die wiisserige Farbstofflésung srenzt, auffassen. Die sauren Farb- 
stoffe zeigen bekanntlich in bezug auf die irreziproke Permeabilitit 
durch iiberlebende Froschhaut eine vorwiegende Diffusion in der Rich- 
tung AuBenhaut _, Innenhaut; mithin lieBe sich die viel schwichere 
Diffusion in umgekehrter Richtung in Anlehnung an die osmotischen 
Versuche auf eine Erschwerung der Diffusion durch Verengung der 
Hautkanale zuriickfithren. Ob die erwahnten Erscheinungen eine 
allgemeine Charakteristik der diffusiblen basischen bzw. sauren 
Farbstoffe in bezug auf den besprochenen osmotischen Flissigkeits- 
einstrom bilden, muB weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. 


Die in dieser Arbeit erhaltenen Resultate lassen sich, wie folgt, 
zusammenfassen : 


1. Die Sperrung der iiberlebenden Froschhaut in der Richtung 
AuBenhaut — Innenhaut bei der Druckfiltration von Fhissigkeit durch 
iiberlebende Froschhautsacke kommt besonders deutlich zum Ausdruck 


’ 


wenn als Innen- und AuBenflissigkeit destilliertes Wasser verwendet 
wird. 
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» Die Permeabilitatszunahme der iiberlebenden Froschhaut in 
hezug auf die Druckfiltration von Fliissigkeit in der Richtung Innen- 
haut —» AuBenhaut wird ebenfalls von einer Quellungszunahme — be- 
gleitet. 

8 Der osmotische Effekt durch tiberlebende Froschhaut ist’ bei 
sonst gleichen Bedingungen ein anderer, je nachdem die Auben- oder 
Innenhaut an die AuBenlésung (destilliertes Wasser) grenzt 

4. Es wird versucht, auf Grund von osmotischen Versuchen, dic 
viel schwiachere Diffusion der sauren Farbstoffe durch tiberlebende 
Froschhaut in der Richtung Innenhaut —» AuBenhaut als in um- 
gekehrter Richtung auf eine Verengung der Diffusionswege, wenn die 
Innenhaut an die Farbstofflésung grenzt, zuriickzufiihren. 
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Eine Apparatur zur Bestimmung 


des Sauerstoffverbrauches von Kleintieren. 


Von 
Fr. Rappaport und Fr. Gottdenker. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der Univer- 
sitat und dem S. Canning Childs-Spital und Forschungsinstitut in Wien.) 


(Eingegangen am 13, Dezember 1952.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. , 


Die ersten erfolgreichen Gasstoffwechseluntersuchungen beruhten 
auf der gasometrischen Bestimmung der gebildeten Kohlensaure. 


Diese Methode ist zwar technisch sehr einfach, hat aber groBe und oft 
é schwer feststellbare Fehlerquellen. Diese bestehen zunachst darin, dal 
& die Kohlenséiureproduktion im Gegensatz zur Warmebildung von der Art 
der zugefiihrten Nahrung abhangig ist. Ferner ist die gefundene Kohlen- 
siuremenge nur bei vollstandig gleichmaBiger Atmung dem gebildeten CO, 
gleich zu setzen. Bei verstarkter Lungenventilation, wie sie z. B. zu Beginn 
und am Ende gesteigerter Muskeltitigkeit beobachtet wird, kann man 
wechselnde Werte erhalten. Da die Beurteilung dieser Faktoren oft mit 
groBen Schwierigkeiten verbunden ist, wird diese Methode heute nur selten 
benutzt. Wesentlich wichtiger und aufschluBreicher ist die Kenntnis des 
Sauerstoffverbrauches. fiir dessen Bestimmung bei Tier und Mensch eine 
groBe Anzahl von Apparaten angegeben ist, die sich in drei Gruppen ein- 


) 


teilen lassen: 

1. Anschlufpapparate, bei denen a) der Sauerstoffverbrauch direkt aus 
der Volumenabnahme gemessen wird bei gleichzeitiger Absorption der 
Kohlensiure (sogenannte Kreislaufapparate: AKnipping, Krogh usw.) und 
b) bei denen das Volumen der Exspirationsluft gemessen und in einem 
aliquoten Teil davon gasanalytisch Sauerstoff und Kohlenséure bestimmt 
werden (Haldane, Zuntz-Geppert usw.). Sowohl bei a) wie bei b) wird das 
Versuchsobjekt mittels Mundstiick oder Maske an den Apparat an- 
geschlossen. Es liegt in der Natur der Sache. da’ diese Art der Versuchs- 
anordnung fiir Tiere wenig geeignet ist. 

I]. EinschluBapparate, bei denen das Versuchstier ganz in das System 
eingeschlossen ist. Die zur Ventilation notwendige Luft wird durch eine 











f Gasuhr geschickt, mittels geeigneter Vorrichtungen erfolgt eine automat ische 
4 Abnahme der Untersuchungsprobe. Diese Anordnung ergibt wohl sehr 
ye . . ©» . 4 

sy gute Resultate. doch ist sie recht kompliziert und kostspielig. 








“nh 














Fr. Rappaport u. Fr. Gottdenker: Apparatur zur Bestimmung usw. 461 


Ill. Die dritte Gruppe stellt eine Kombination von 1. und Tl. dar, 
indem an eimen AnschluBapparat (Kreislaufapparat) ein Kasten an 
geschaltet ist. in dem sich das Tier befindet. Die Nachteile dieser An 
ordnung sind sehr groB. Durch die Einschaltung des WKastens wird das 
Volumen des Systems auberordentlich vergréBert Da aber der Sauerstott 
verbrauch bzw. die Kohlensaurebildung nicht ansteigt, wird das Verhaltnis 
Volumen des Apparates zu Volumen des verbrauchten Sauerstoffs** sehr 
ungtunstig. AuBerdem treten die ohnedies  vorhandenen Fehler det 
Zirkulationsapparate (Ventile, Rohrenatmen) noch deutlicher zutage. Alle 
bisher beschriebenen Apparate haben den Nachteil einer langen Versuchs 
dauer, die sich besonders stark dann bemerkbar macht, wenn man mit 
Nagern (Ratten, Mause usw.) arbeitet. bei denen Zeiten absoluter Ruhe 
mit unruhigen Perioden alywechseln. 





Im folgenden sei eine Apparatur beschrieben, die sich von den 
gebrauchlichen Kleintier-Respirationsapparaten, bei denen der O,-Ver- 
brauch graphisch registriert wird, prinzipiell dadurch unterscheidet, 
daB der Sauerstoffrverbrauch nicht aus der Volumenabnahme cines als 
Spirometer dienenden Oy- Reservoirs bestimmt wird, vielmehr wird in cin 
geschlossenes System ein kleiner Gadscher Volummesser cingeschaltet, der 
die Volumenabnahme des gesamten Systems, bedingt durch Sauerstoff- 
verbrauch und CO,- Absor ption, anzeigt. Fiir die tadellose Durchmischung 


























Abb. 2. 
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der Systemluft ist durch Einschaltung einer absolut dichten, exzentrisch 
arbeitenden Rekordspritze gesorgt. Die Vorteile dieser Anordnung 
sind vor allem darin gelegen, dap durch die Vermeidung von Ventilen 
ein Gropteil der Fehlerquellen ausgeschaltet ist und andererseits durch dic 


grope Empfindlichkeit des Volumenmessers die Versuchsdauer ohne 
Schaden fiir die Bestimmung sehr herabgeset2t werden konnte (6 bis 
S Minuten). AuBerdem konnten infolge der kurzen Versuchsdauer 


Anderungen der H,O-Dampftension vernachlaissigt werden. 


Beschreibung der Apparatur (s. Abb. 2). 

Das Versuchstier befindet sich in einem luftdicht abschlieBbaren 
Metallzvlinder, dessen GréBe der jeweils untersuchten Tierart  an- 
gepaBbt ist (fiir Ratten geniigt ein Zylinder von IS em_ Lange 
und einem Durchmesser von Sem (s. Abb. 2, D). Als Material 
kann Kupfer oder verzinktes Eisenblech verwendet werden. An der 
Vorder- bzw. Riickseite befindet sich je ein ausschraubbares Glasfenster. 
Aus dem Tierbehalter D ragen drei AuslaBrohre. Im mittleren steckt 
ein in ! 49° geteiltes Thermometer (7h). Die beiden anderen Rohre 
stehen mit Natronkalkbehaltern in Verbindung (siehe C und £). Als 
solche benutzen wir etwa 25cm lange und 6 em weite Glasréhren, die 
mit feingekérntem Natronkalk (Kahlbaum) angefiillt sind, der zweck- 
mabig vorher mit 30°,ig. Natronlauge angefeuchtet wird. Das zweite 
Knde des Natronkalkrohres ,,£°° steht mit dem Volumenschreiber .,F° 
in Verbindung. Dieser besteht aus einem oben offenen Metallkasten, der 
mit Wasser angefiillt ist: in dieses taucht ein Aluminiumschwimmer. 
der auf zwei Lagern ruht, ein. Die Aquilibrierung des Schwimmers 
erfolgt durch ein Laufgewicht. Der vom Natronkalkrohr ,,£°° fiihrende 
Schlauch ist mit einem am Boden des Volumenschreibers angebrachten 
T-Rohr verbunden, durch dessen vertikalen Schenkel Luft in den 
Schwimmer eindringt. Am horizontalen Schenkel desselben ist ein 
Schlauch angebracht, der durch einen Hahn abschlieBbar ist. Das 
zweite Ende des Natronkalkrohres ,,C°* ist mit dem AuslaBbrohr / des 
Windkessels ,,B verbunden. Das Rohr // des Wirdkessels, der aus 
einem Metallkasten (Volumen — 2 Liter) besteht, ist an einer absolut 


dichten, exzentrisch betriebenen Rekordspritze ,.A“* angeschaltet. 
Windkessel, Natronkalkbehalter und Tierbehilter stehen in_ einer 
dickwandigen Glaswanne unter Wasser. Die Durchmischung des 


Mantelwassers erfolgt durch eine synchrom mit der Spritze ,,d* be- 
triebenen Pumpe. Durch die Tatigkeit der Spritze ,.A“‘ steigt und fallt der 
Schwimmer des Volumenmessers, wobei einem Hochstand des Spritzen- 
stempels ein Tiefstand des Schwimmers entspricht und umgekehrt. 
Die Exkursionen des Schwimmers werden mit einem Stirnschreiber 
auf einem Russkymographion ,,G@° registriert. Die Zeitschreibung 
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erfolgt durch eine mechanisch registrierende Uhr!. Durch Einschaltung 
von Dreiweg- bzw. Vierweghaihnen (Konstruktion s. Abb. 3) sind zwei 
Méglichkeiten der Betatigung des Apparates gegeben, und zwar: 

I. Versuchsstellung, 

Il. Ventilationsstellung. 


I. Bei der Versuchsstellung (s. Abb. 3a) pendelt die Luft) vom 
Windkessel ,,B° durch das Natronkalkrohr ..C°° zum Tierbehalter ,,D* 
von diesem durch das Natronkalkrohr ,.£° in den Volumenschreiber ,,F"*. 
Dadurch wird folgendes bewirkt: 1. Durch Einschaltung des Wind- 
kessels ist ein Sauerstoffreservoir fiir das Tier geschaffen, ohne dab 
der Tierbehalter zu groB gemacht werden muB. 2. Durch die auto- 











matisch betatigte Spritze wird eine gleichmabige Durchmischung der 
Luft im gesamten Svstem gewihrleistet. 3. Beim Passieren des Natron- 
kalkgefaBes ,.2°° wird die Kohlensaiure aus der Luft, die beim Tieftreten 
des Spritzenstempels aus dem Tierbehalter in den Volumenschreiber 
gelangt, absorbiert. 4. Die Luft, die beim Hochtreten des Stempels 
aus dem Metallzylinder in den Windkessel gelangt, wird durch vorherige 
Passage des Natronkalkrohres ..C°* von der Kohlensaure befreit. 


Il. Durch Drehung aller Hihne um 90° im entgegengesetzten Sinne 
des Uhrzeigers gelangt man aus Stellung | in Stellung II (s. Abb. 3). 
Bei dieser Stellung wird der Apparat in zwei Teile zerlegt. Der eine 
besteht aus der Rekordspritze ..A~ und dem Tierbehalter ..D°. Durch 
die Tatigkeit der Spritze wird der Tierbehalter ventiliert. In dieser 
Stellung ist somit das geschlossene System in ein offenes umgewandelt. 
Natronkalkrohr, Windkessel und Volumenschreiber sind ausgeschaltet. 


' Die Apparatur kann von der Firma Castagna de Sohn, Universitats- 


mechaniker, Wien IX, SchwarzspanierstraBe (Phys. Institut der Universitat ) 


bezogen werden. 
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Abb. 4. 


In dieser Stellung durchliiftet die Pumpe, 
die sonst nur zur Durchmischung des 
Mantelwassers dient, auch noch den Wind 
kessel. Zweck dieser Schaltung ist: 1. den 
Natronkalk in der versuchsfreien Zeit) zu 
schonen und 2. den Windkessel mit 
frischer Luft zu fiillen. 

Vorbedingung fiir ein fehlerfreies 
Arbeiten ist, daB der Apparat absolut 
dicht und der Schwimmer des Volumen- 
messers Aquilibriert ist. Die Dichtigkeit 
wird am besten durch Belastung des 
Schwimmers gepriift, wobei die Hahne 
sich in Stellung I befinden. Der Apparat 
ist dicht, wenn der Schwimmer seine Lage 
beibehalt und nicht absinkt.  Richtig 
aquilibriert ist der Apparat. wenn er bei 
Stellung I ohne Tier in Tatigkeit gesetzt 
eine Kurve schreibt, deren Spitzen in 
einer Horizontalen liegen (s. Abb. 4). Die 
Registrierung von Muskelbewegungen er- 
wies sich als iiberfliissig, da schon die 
kleinsten Bewegungen des Tieres einen 
unregelmaBigen Kurvenverlauf bedingen. 
Ebenso konnten Veranderungen — der 
Wasserdampfspannungen — infolge der 
kurzen Versuchsdauer auBer acht ge- 
lassen werden. Aus dem  Abfall des 
Schwimmers laBt sich an einem empirisch 
geeichten MaBstab der  Sauerstoffver- 
brauch direkt ablesen. 


Versuchsanordnung, 


Die Tiere erhalten eine Standardkost. 
12 Stunden vor dem Versuch, der am besten 
in den Vormittagsstunden erfolgt, werden 
die Tiere auf Hunger gesetzt und kommen 
mindestens | Stunde vorher in den Apparat. 
der sich in Stellung II befindet (s. Abb. 3). 
Vor Beginn des Versuchs werden die Hahne 
in Stellung | gebracht. somit Windkesse!. 
NatronkalkgefaBe und Volumenmesser ein 
geschaltet (s. Abb. 3). Cleichzeitig wird 
der Hahn, der am Volumenmesser ange- 
bracht ist, geéffnet. Nach 2 bis 3 Minuten 
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wird der Schwimmer gehoben und der Hahn gleichzeitig geschlossen. 
| Minute spadter kann mit der Schreibung begonnen werden. Am = Ende 
des Versuchs werden die Hahne in Stellung IL gebracht. Schon wenige 
Minuten spiter kann ein Kontrollversuch angestellt werden. 

Die Kurven stimmen bei exaktem Arbeiten gut tiberein, die Streuung 
betragt maNximal! 5°... Fehler, wie sie durch Unruhe des Tieres entstehen 
kénnen, sind leicht erkennbar. da sie durch einen unregelmabigen Kurven 
abfall gekennzeichnet sind. Derartige Versuche sind selbstredend un- 
brauchbar und miissen wiederholt werden. 





Abb. 5. 


Berechnuna (s. Abb. 5). Gewicht: 162 g. 
Sauerstoffverbrauch pro Minute bei 24°C und 
Cs 6 a we ee ee ew eS ee ee 
Sauerstoffverbrauch pro Minute, reduziert auf 
OC wen voomme He .« 6 1 se 3 we we we Gee yg, 
daraus ergibt sich ein Sauerstoffverbrauch von 20,1 cem pro Kilogramim 
und Minute. 
Tabelle I. 





Oo-Verbrauch O,-Verbrauch 


inaioie Ratte Gewicht pro kg/Min. a Ratte Gewicht pro kg/Min. 

Nr. g ecm Nr. g com 
12. VII. 24 122 19,87 16. VII. 24 124 19,86 
13. VII. 24 122 20,23 18. VII. 24 124 19.43 
15. VII. 24 124 19.25 | 


Tabelle 11. 
In Kolonne | sind die von uns, in Kolonne Il die von anderen Autoren 
ermittelten Werte angegeben'. 





Kolonne | Kolonne I 

Ratte, O,-Verbrauch Ratte, 0O,-Verbrauch 
Datum Gewicht pro kg Min Gewicht pro kg Min. Autor Methode 

g ecm g cem 
16. Vi. 199 18,81 151 21,3 Abelin Haldane 
22. VI. 194 17.92 163 20,3 Miyazaki Haldane 
u. Abelin 

28. VI. 143 21.68 189 18,9 (roto Haldane 
8. VII. 190 16.37 194 19.8 Goto Haldane 


1 vit. nach EB. Kraus, Lehrb. d. Stoffwechselmethodik, |. Teil. Leipzig, 
S. Hirzel, 1928. 
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Es zeigte sich, daB der Sauerstoffverbrauch derselben Tiere, an ver 
schiedenen Tagen bestimmt, konstant ist (s. Tabelle 1). 

Wie aus Tabelle IL ersichtlich ist, stimmen die von uns gewonnenen 
Ergebnisse mit den mit anderer Methode gewonnenen gut iiberein. 


Zusammenfassung, 

1. Es wird ein ventilloser Apparat zur Bestimmung des Sauerstoff- 
verbrauches von Kleintieren in kurzfristigen Versuchsperioden (6— bis 
S Minuten) angegeben. 

2. Der Sauerstoffverbrauch wird mittels eines Volumenmessers 
(Gadsches Spirometer) ermittelt und auf einem Russkymographion 
registriert. 

3. Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Anordnungen dient 
das Spirometer nicht als Luftreservoir, sondern als Volumenmesse1 


Ks ist uns eine angenehme Pflicht, an dieser Stelle Herrn Kommer- 
zialrat Castagna fiir seine wertvolle Unterstiitzung durch Herstellung 
der verschiedenen Versuchsmodelle unseren besten Dank zu sagen. 








ul 
m 
in 
we 


st 
Ww 
m 


lie 


Zu 














Kine titrimetrische Cholesterinbestimmungsmethode. 


I. Mitteilung: 


In reinen Lisungen, 


Von 
Fr. Rappaport und R. Klapholz. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der Univer- 
sitat und dem 8. Canning Childs-Spital und Forschungsinstitut in Wien.) 


(Eingegangen am 13, Dezember 1932.) 


Unter den derzeit bekannten Cholesterinbestimmungsmethoden 
ist wohl die von A. Windaus eingefiihrte gravimetrische, welche auf 
dem Prinzip der Wagung des Cholesterins als Cholesterindigitonid 
beruht, die genaueste. 


Es ist das Verdienst von Szent-Gydrqyi sowie von Mancke, diese aus- 
gezeichnete Makromethode in ein brauchbares Mikroverfahren umgewandelt 
zu haben. 

Trotzdem werden Analysen nach diesem Prinzip bei physiologischen 
und klinischen Untersuchungen nur selten ausgefiihrt, da ja bekannter- 
maben jede gravimetrische Methode gewisse Schwierigkeiten besonders 
im Mikroverfahren bereitet. Es hat daher auch nicht an Versuchen 
gefehlt, die Gravimetrie durch andere Methoden zu ersetzen. So haben 
Henrichs und Klemm, Yasuda Morio, Turner Mary das gefallte Chole- 
sterin-Digitonid mit tiberschiissiger Chromschwefelsiiture oxydiert, die 
unverbrauchte Chromséure titrimetrisch bestimmt und aus den so er- 
mittelten Werten auf das Cholesterin geschlossen. Yoshimatsu Schun-Ichi 
hat das titrimetrische Verfahren durch ein kolorimetrisches ersetzt. Auch 
er hat zundachst das Cholesterin mit Digitonin gefallt, den vom iiberschtissigen 
Digitonin befreiten Niederschlag mit Schwefelsiéure zersetzt und nach Zugabe 
von Denis-Folins Phenolreagens kolorimetriert. Diese Methoden haben 
gleich der gravimetrischen den Nachteil, da Substanzverluste bei der 
Reinigung des Niederschlags méglich sind, die beim Mikroverfahren eine 
bedeutende Fehlerquelle bilden kénnen. Darum ist die jiingst von Mihlbéck, 
Kaufmann und Wolff ausgearbeitete nephelometriscke Bestimmung. als 
eine bedeutende Verbesserung anzusprechen; nach Zusatz von Digitonin 
zur Cholesterinlésung wird die entstandene Triibung mit einer ebenso 
behandelten Standardlésung verglichen. Aber auch diese Methode vermag 
nur in der Hand sehr geiibter Untersucher befriedigende Resultate zu 
liefern und ist von subjektiven Beobachtungsfehlern nicht zu_befreien. 


Wir haben daher versucht, eine titrimetrische Bestimmung aus- 
zuarbeiten, welche die oben erwahnten Schwierigkeiten umgeht. 
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Prinzip der Methode. 


Das Cholesterin wird mit einer gemessenen Menge einer bekannten 
Digitoninlésung ausgefallt, filtriert und das iiberschiissige Digitonin 
nach Abspaltung der Hexosemolekiile titrimetrisch folgendermaBen 
ermittelt: In einer Hagedorn-Jensen-Eprouvette wird die Digitonin- 
losung mit verdiinnter Schwefelsiure durch 2 Stunden im Dampf- 
sterilisator erhitzt (etwa 102°). Dadurch werden Konzentrationsinde- 
rungen der Schwefelsiure ebenso wie Wasserverluste vermieden. Die 
zweistiindige Einwirkung der verdiinnten Schwefelsiure geniigt, um 
aus dem Digitoninkomplex die vier darin enthaltenen Hexosemolekiile 
in Freiheit zu setzen. Nach Neutralisierung der aufgespaltenen Digi- 
toninlésung mit NaOH gegen Phenolphthalein werden die in Freiheit 
gesetzten Hexosen nach dem Verfahren von Fujita, Akiji und Danzo 
Iwatake titrimetrisch ermittelt. Der Vorteil dieser Zuckerbestimmungs- 
methode vor der iiblichen nach Hagedorn-Jensen liegt darin, daB 
die verbrauchten Ferricyankaliummengen direkt dem reduzierenden 
Zucker proportional sind. Es sei uns an dieser Stelle gestattet, 
unseren herzlichsten Dank Frau Dr. R. Pistiner auszusprechen, deren 
sorgfaltige Untersuchungen uns von der Brauchbarkeit des Verfahrens 
der japanischen Forscher iiberzeugt haben. Wir waren somit in 
der Lage, beliebig groBe Digitoninmengen direkt zu bestimmen. 

Reagenzien. 1. Digitoninlésung: 25mg Digitonin werden in einem 
50 cem-MeBkolben mit etwas reinem 95°,igen Alkohol versetzt, bis zur 
Lésung erwarmt; nach dem Abkiihlen werden 16,7 ccm Wasser zugesetzt 
und mit reinem Alkohol bis zur Marke aufgefiillt (gut durchmischen). 
2. 40 gew.-°,ige Schwefelsiure, hergestellt durch EingieBen von 108 cem 
konz. in 400 cem Wasser. 3. 2n NaOH. 4. 0,1°,ige alkoholische Phenol- 
phthaleinlésung. 5. Ferricyankalilésung: 4,2 g Ferricvankalium werden in 
1 Liter Wasser gelést. 6. 84,1 g sekundires Kaliumphosphat und 28 g 
tertidires Kaliumphosphat werden im Wasser gelést und auf 1 Liter auf- 
gefiillt. 5 + 6. Unmittelbar vor Gebrauch werden gleiche Teile von 5 und 6 
miteinander gemischt. 7. Zinksulfat-Jodkalilésung nach Hagedorn-Jensen. 
8. 2n Salzsiure. 9. 1°, ige Starkelésung. 


Ausfiihrung der Bestimmungen,. 


leem der zu _ priifenden Cholesterinlé6sung wird in eine Eprouvette 
mit Marke bei 12cem mit 3cem der Digitoninlésung (1.) versetzt und 


sofort in ein siedendes Wasserbad dessen Flamme gleichzeitig 
abgedreht wird fiir 5 Minuten hineingestellt. Nach Abkiihlen auf 


Handwarme wird mit etwa 2ccem Wasser von 50°C das Cholesterin- 
digitonid unter Umschiitteln gefallt. Als Leerwerte dienen 3 ccm der 
Digitoninlésung (1.), die ebenso behandelt werden wie die Vollwerte. 
Die Eprouvetten bleiben iiber Nacht am besten im Kiihlen und Dunkeln 
stehen. Dann werden sie bis zur Marke 12 cem mit Wasser aufgefiillt, mit 
einer Kapillare durchgemischt und durch ein kleines Filter vom Durch- 
messer 7cem (Schleicher d& Schill 597) filtriert. Dabei ist zu beachten, 
daB die rauhe Seite des Filters nach innen gewendet ist. 
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10cem vom Filtrat werden in einer Hagedorn-Jensen-Eprouvette mit 
1 cem der Schwefelsiure (2.) versetzt. Cher die Eprouvette wird ein kleines 
Trichterchen oder noch besser ein kleines Kristallisierschalchen, auf dessen 
Innenseite sich drei kleine EKinkerbungen befinden, gestiilpt, um das Ent- 
weichen der Alkoholdimpfe zu erméglichen; man hydrolysiert nun die 
Proben und Kontrollréhrchen durch 2 Stunden im Dampftopf. (Das e1 
méglicht es, eine beliebige Anzahl von Bestimmungen gleichzeitig zu 
verarbeiten). Nach dem = Erkalten werden die Wande der = Trichter 
oder Schalchen quantitativ in die ihnen  entsprechenden Eprouvetten 
abgespiilt. Nach Zusatz von 0,1. cem der alkoholischen Phenolphthalein- 
lésung (4.) wird mit doppelt normaler NaOH genau neutralisiert. In 
jedes R6hrchen kommen 4 bis 5cem der Ferricyankalimischung (5. + 6.), 
sodann kocht man 15 Minuten wie tiblich im Wasserbad und versetzt 
jede Eprouvette nach dem Erkalten mit 2cem Zinksulfat-Jodkalilésung, 
siuert mit Salzséure an und titriert das ausgeschiedene Jod mit Thiosulfat 
und Starkel6sung. Aus der Differenz zwischen der fiir das Versuchsréhrchen 
verbrauchten Thiosulfatmenge und der fiir die reine Digitoninlésung ver- 
brauchten Anzahl Kubikzentimeter wird der Hexosegehalt direkt berechnet. 
Es entspricht dabei wie aus der Tabelle | hervorgeht leem n/200 
Thiosulfatlésung 0,115 mg Cholesterin. 


Tabelle J. 





Differenz des 
verbrauchten n/200 Na- Faktor 
Thiosulfat in cem 


Cholesterin- 
menge in 7 


50 0,45 111 

100 O85 118 

150 1,29 116 

200 1,75 114 

309 2.57 116 
575 :5 115 


Tabelle 11. 





Vollwert in ecm Leerwert in cem Poy _ Gefunden Eingewogen 
nj200 Nay S» Os n/200 Nay S» Og und Leerwert Cholesterin in Cholesterin in y 
1.88 1,46 0,42 48,3 5) 

2,35 1,46 0,89 102,3 100 
2,72 1,46 1,26 145 150 
3,14 1,46 1,68 193,2 200 
4,02 1,46 2.56 294 300 


Tabelle 111. 





Vollwert in ecm Leerwert in com | oy coo meng A _ Gefunden Eingewogen 
n/200 Nay S» Ox n/200 Na» S. Ox rah pecan Cholesterin in 7 Cholesterin in + 
2,35 1,92 0,43 49.4 50 
2,79 1,92 0,87 100 100 
3,19 1,92 1,27 146 150 
3,58 1,92 1,66 191 200 


o* 
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Versuche. 


In den Tabellen [1 und IIL sind zwei Versuchsreihen wiedergegeben, 
aus denen wohl ersichtlich ist, da die mit der beschriebenen Methode 
gefundenen Werte mit den eingewogenen Mengen gut iibereinstimmen. 

Wenn der Alkohol, der zur Lésung des Digitonins verwendet wird. 
Spuren von Verunreinigungen enthalt, so hat dies zur Folge, daB die darin 
bereitete Digitoninlésung nicht haltbar ist. Es empfiehlt sich daher, fiir 
jeden Fall mit frisch bereiteten Lésungen zu arbeiten. Tut man dies. 
dann geniigt dafiir der tibliche Alkohol der Pharmakopoe. 

Wir sind gegenwirtig damit beschaftigt, die genauen Bedingungen 
fir die Haltbarkeit der Digitoninlésung festzustellen und nach dem 
oben geschilderten Prinzip ein bequemes Verfahren zur serienweisen 
Cholesterinbestimmung in Blut, Serum und Geweben auszuarbeiten. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine auf der Digitoninfaillung beruhende titrimetrische 
Bestimmungsmethode des Cholesterins beschrieben und mit Analysen- 
resultaten belegt. 
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Die neuromuskulire Reizbarkeit 
in Beziehung zur Biochemie der Minerale. 





l. Mitteilung: 
Der Einflu8 einer Anderung des Ca/P-Verhiltnisses in der Nahrung’. 


Von 
B. Sjollema und L. Seekles. 


(Aus dem Laboratorium fiir medizinische Veterinar-Chemie 
der Reichsuniversitat Utrecht.) 


(Eingegangen am 15, Dezember 1952.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Tetaniefrage bei Kiihen, mit der wir uns seit einigen Jahren 
beschaftigen”, veranlaBte uns zu einer Untersuchung tiber den EinfluB 
des Mineralgehaltes des Futters auf die neuromuskulare Reizbarkeit 
bei anderen Pflanzenfressern, und zwar an erster Stelle bei einem 
UberschuB an Phosphor, wie er sich im Futter unserer Kiihe im Winter 
manchmal vorfindet. Wir wahlten die EHrbsche Methode zur Fest- 
stellung eines etwaigen Zustandes latenter Tetanie, obwohl es uns 
bekannt war, daf diese Methode zu Kritik Veranlassung gegeben hat®. 


1 Diese Versuche wurden im Sommer 1931 abgeschlossen. Eine 


kurze Zusammenfassung der Resultate wurde in Acta brevia neer]. 1, 9, 1931 
ver6ffentlicht. 

2 Diese Zeitschr. 229, 358, 1930; 243, 316, 1931; 244, 1, 5, 1982. 

3 4. F. Hess (Rickets including osteomalacia and tetany, London 
1930, S. 353) teilt z. B. mit, daB ein Kind, das deutlich spasmophylitisch, 
nervés und hypertonisch ist, normale elektrische Schwellenwerte auf- 
weisen kann. Nach einigen Tagen kénnen indessen manifeste Tetanie- 
erscheinungen und die typische elektrische Reaktion auftreten. Auch kann 
unmittelbar nach dem Auftreten von Konvulsionen eine Hyperirritabilitat 
fehlen. Der psychische Zustand und aéuBere Umstinde, das Wetter z. B., 
iiben vielleicht einen Einflu®B auf die neuromuskulére Reizbarkeit aus. 
es wird von Bourguignon und seinen Mitarbeitern behauptet, dai das 
Erbsche Phinomen eine hervorgerufene, keine physiologische Reaktion 
sei. Nur die Chronaxiebestimmung sollte etwas tiber den physiologischen 
Zustand von Nerven und Muskeln zutage bringen. Weil indessen diese 
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Wir sind jedoch der Ansicht, daB, wenn man mit den nétigen 
Kautelen arbeitet, die Methode brauchbare Resultate liefert. 

Man darf nicht erwarten, daB bei einem labilen Zustande, wie er 
von einer Anderung des Mineralgehaltes der Nahrung verursacht wird, 
latente Tetanie stets wahrend der ganzen Dauer der Fiitterungsperiode 
anhalt. Vielmehr kann erwartet werden, daB ein Zustand gestérten 
Gleichgewichtes sich manchmal dadurch manifestiert, daB erhebliche 
Schwankungen der elektrischen Reizbarkeit auftreten und daB sich 
besonders eine Zunahme der Amplitude dieser Schwankungen wahrend 
der Periode anormaler mineralen Fiitterung zeigen wird. 

Weil die Grastetanie der Rinder gekennzeichnet ist von einer 
charakteristischen Anderung im Mineralbestand des Blutserums, lag 
es auf der Hand zu untersuchen, ob bei etwaigen Zustainden latenter 
Tetanie, die wir experimentell bei Pflanzenfressern — Kaninchen 
hervorzurufen und mittels der Erbschen Methode aufzufinden hofften, 
ahnliche Abweichungen im Blutbild zutage treten wiirden. Wie aus 
dieser ersten Mitteilung hervorgeht, konnte ein direkter Zusammen- 
hang zwischen dem Auftreten latenter Tetanie und der mineralen 
Zusammensetzung des Blutserums, wie sie bei der Grastetanie vorliegt, 
nicht aufgefunden werden. 


Methodisches. 


Das Blutserum wurde in der friiher angegebenen Weise auf den Gehalt 
an Ca, anorganischem P und Mg untersucht !. 

Die neuromuskulére Reizbarkeit fiir den galvanischen Strom be- 
stimmten wir fiir die Flexoren der Vorderpfote die Reizungselektrode 
auf dem N. medianus bei unverletzter, rasierter Haut *. Die Tiere wurden 
dabei mit dem Riicken auf das Versuchsbrett gelegt, der Kopf wurde 
eingeklammert und der Bauch mittels eines Tuches fixiert. Wichtig 
ist dabei, da®B die Tiere méglichst ruhig gehalten werden und die Extremi- 
taten frei bleiben, weil sich sonst Abwehrbewegungen auslésen, welche mit 
Tonusanderungen der Muskeln einhergehen*. Die Messung der Schwellen- 
werte des KathodenschlieBungs- (KKS.), des AnodenschlieBungs- (AS.) 


zuletzt genannte Methode zurzeit sich nicht fiir Serienuntersuchungen 
eignet und wir unsere Messungen nur am unverletzten Tier vornehmen 
konnten, haben wir auf eine Anwendung dieser mehr exakten Methode 
verzichtet. In den nachsten Mitteilungen werden wir noch iiber die duBeren 
Umstande, welche das Resultat der Erbschen Messungen beeinflussen, 
sowie tiber den Zusammenhang mit der mineralen Zusammensetzung von 
Blutserum und Muskelsaft, berichten. 

1 Diese Zeitschr. 229, 358, 1930. 

2 Wir danken Prof. Dr. A. K. M. Noyons fiir die wertvollen Ratschlage 
beim Aufbau der Apparatur. 

3 Unsere Tiere waren an diese Behandlung gewéhnt. Wenn sie durch 
irgendeinen Umstand nicht ruhig waren, wurde die Bestimmung als wertlos 
betrachtet. Fiir die Messungen ganz ungeeignete Tiere wurden beseitigt. 
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und des Anoden6éffnungsstromes (AO.) kann meistens ohne Miihe unmittel- 
bar nacheinander stattfinden. Die Bestimmung des Kathodenéffnungs- 
stromes (KKO.) gibt, wegen auftretender tonischer Muskelspannung, manchmal 
keine genauen Werte. Bei unseren spiteren Untersuchungen haben wir 
darum auf die Bestimmung dieses Wertes verzichtet. Die absolute Hohe 
der genannten Stromwerte ist fiir dasselbe Kaninchen, bei unverdnderten 
Umstanden, an verschiedenen Tagen nicht dieselbe; sie ist mitunter ab- 
hangig von dem Zustand der Aaut, was besonders nach dem Rasieren 
mittels Strontiumsulfidpaste dann und wann zutage trat. 


Versuchsteil. 

Wir benutzten fiir die vorliegenden Versuche vier erwachsene 
Kaninchen. 

Die Nahrung war fiir die drei Tiere Nr. 1, 2 und 3 zusammengesetzt: 

a) In der Vorperiode aus frischem Gras, Weizenbrot (Vollkorn) und 
Hafer mit einem Totalgehalt an Mineralen (berechnet!) zu: Ca 372 mg. 
P 836mg, Mg 248mg, K 2466 mg, Na 301 mg und Cl 736 mg taglich. 

b) In der Versuchsperiode aus frischem Gras, Weizenbrot (Vollkorn) 
und Weizen mit einem berechneten Totalgehalt an: Ca 41 mg, P 194 mg, 
Mg 69mg, K 342 mg, Na 47mg und Cl 85mg taglich®. 

AuBerdem wurden in dieser Periode jedem Tier zweimal pro Tag per 
os 10 cem einer nahezu neutralen Lésung von Na,HPO,.2aq und 
KH,PO, (px 6.98) gegeben, und zwar im ganzen jeden Tag 1,2g dieser 
Salzmischung, welche 231 mg P, 116mg K und 205mg Na enthielt. Die 
Totalmengen der Minerale waren fiir jedes Tier pro Tag also: Ca 41 mg, 
P 245mg, Mg 69mg, K 458 mg, Na 252 mg, Cl 85 mg. 

c) In der Nachperiode wie in der Vorperiode. 

Kaninchen Nr. 4 erhielt keine Phosphatlésung per os; es wurde auf 
verschiedenen Versuchsrationen gehalten. Das Futter war bis zur Nach- 


periode zusammengesetzt aus einer synthetischen Mischung* Casein, 
Haferstroh, Dextrin, Lactose, K,HPO,, NaCl, MgSO,.7 H,O, Citronen- 
siiure und kleinen Mengen KJ, MnSO, und Ferricitrat und Weizen- 


kérnern im Verhaltnis 3: 1, etwas Butter und Kohlriiben. Der Mischung 
wurde eine geniigende Menge Wasser zugegeben. Der Mineralgehalt 
wurde in den verschiedenen Perioden durch Hinzufiigung bestimmter 
Salze K-Citrat, K,HPO, geindert. In der Nachperiode wurde 
Gras, Weizen und Brot gefiittert, genau wie bei den ersten drei Kaninchen. 
Der Mineralgehalt des Futters des Kaninchens Nr. 4 war: 


! Fir diese Berechnung benutzten wir Zahlen. die friiher von uns 
experimentell bestimmt wurden (in Gras), andererseits stammten die Werte 
aus dem Schrifttum (Hafer, Brot). 

2 Obwohl die Futtermenge in dieser Periode bedeutend kleiner war 
als in der Vorperiode, wurde manchmal nicht alles Futter von den Tieren 
aufgenommen. Sie magerten dabei stark ab (s. weiter unten); in der Vor- 
und Nachperiode gab es dagegen eine Gewichtszunahme. Es mul hierbei 
betont werden, daB nicht nur die Ca /P-Verhaltnisse, sondern auch die ab- 
soluten Mengen der taglich aufgenommenen Minerale in den zwei Futter- 
perioden sehr verschieden waren. 

* B. Sjollema, J. biol. Chem. 57, 256, 1923. 
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Tabelle I. Zusammensetzung des Futters fiir Kaninchen Nr. 4. 





























—" 
mg in 100g Trockenfutter 
Ca P | Me! K Na cl 
16. V.—19. V. 53 298 «456 4505 «6197 390 i 
20. V.—21. V.|| — — — — — Ubergangsperiode 
22. V.—30. V. 46 209, 80 327 182 370 2 Vv. 1 
31. V.— 8. VI 71 302 = 86 526 210 330 ar. 1 
9. VI. — St. VI. 46 209: 80 = 827 182 370 vy. 
12. VI. 6. V1 — — -- — — — Nachperiode (wie bei vy. '@ 
Nr. 1, 2 und 3) Vv. 
Vv. | O 
Die Ergebnisse sind in der Tabelle I] angegeben und in der \ 
Abbildung graphisch dargestellt. . 
V. 
\ VI. 
15 4,\ 3 0) 
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10 , yVI. | I 
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0 6. VI l 
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E er Ba A. Ca:P=1: 104 ‘ei v.41 
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ad \= Mr: 3 \7 \ 
Ca :P 1aae A, Ca :P=1:194 fee Pr ge Vv. 
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10 isi ian VA VIE. | 1,4 
md SVL) 1 
Nr 4 VI. 1,8 
Q5 A Ges ‘Pat: 454 VI. 06 
Ca:P=1:562 ae We 
spat: aor MP1 325 VI. | 0,8 
P ti Fe finn LVL. | Of 
2. 6 02 2 mn 802 MO. VL 1. 
V W. WAVE | 10 
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AS/AO- und KS/AO-Werte bei verschiedener mineraler Zusammensetzung der Nahrung. 
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Tabelle LI. 
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Schwellenwerte der elektrischen Reizbarkeit. 








Kaninchen Nr. 1 Kaninechen Nr. 2 
Milliampére KS. AS. Milliampére KS. AS 
KS AS. AO. KO AV. Av. KS. AS. AO KO AO. Av. 
2 V. } 1,25 | 1,85 | 2,4 +32 0,521 0,771 1,0 1,7 3,0 24 | 0.3338 0,567 
cv. 1 og - — 135 185 386 +4 8 | 0,875 0514 
9. V. 3.0 3.6 - - 3.0 5.4 
Vy. | 0,85 | 2,0 - 0,75 | 1,8 — - 
oe. - 2.4 4.4 - . 2,0 3,4 
s Vy. | 0,85 | 2,4 - 1,45 | 22 — 
» V. — 2,0 3,2 - 1,8 
_f 
VI. 
‘VI. | 0,75 | 2,06 ; 1,6 16 0,469 1,281. 1,2 1,8 1,2 12 1,0 15 
5. VI. || 1,45 | 2,4 1.6 1.8 0.906 1,5 125 | 1,7 1,2 12 1,042 | 1,417 
VI. 0,8 1,8 1,0 — O8 1,8 0,890 1,8 1.45 145. 0,552 , 1,241 
LVL i Bf | 18 1,85 + 3,2 0.622 0,973) 1,25 | 1,95 | 1,0 2.8 | 1,25 1,95 
VI. | 045 1,2 0.6 + 1,6 0,75 2,0 0.9 2.2 2.0 15 360045 1,1 
VI. 1,9 145 O,8 1,6 1,25 1,812 0,95 2,0 2.4 3.6 0,396 0,833 
? VI. | 1,85 | 2.05 | 2,25 24 0,6 0,911 || 1.3 1,6 2,0 24 065 | O8 
V1. _ - 1,2 1,6 2,0 20 06 0.8 
4. VI. i 1,15 | 2,0 2.4 24 °048 0,833) 1.95 2,1 3,0 24 | 0,65 | 0,7 
OVI | 1,2 2.2 2.0 3.6 06 LJ 1,3 1,9 1,8 24 | 0,722 | 1,056 
Kaninchen Nr. 3 Pet 4s Kaninchen Nr. 4 
vam Milliampére KS. AS. Futter Milliampere KS AS. | Futter 
31 KS. | AS.| AO.| KO. AO. | AO. | Ca:P KS. | AS. |AO.| KO. AO. | AO. | Ca: P 
2 V¥./1,9 13,2 28) — 0,678 1,143 A 
V. 1,6 2,4 4,2 6.0 0,381 0,571 i 
i # 3,2 3,8 
V. (14524 —) — 1 : 2,25 
Vv 2.8 4,0 A 
s. V.11,2 1,9 )— . 1.5 2,0 | 1,4 2.6 1,071/1,429 1 : 5,62 
 & — — +40 ; 2.4 (24 -- 4 
V. . A 
LV. * 145] 1,6 |- - 1: 4,54 
Vy. F = 2.4 1,2 v 
VI. | OS 1,55) — a A 
4 VI. }1,85'2,0 2,0 2.0 0,925)1,0 1:10,4 3.0 2.8 | 3,2 3,4 0,937 0,875 { 
VI. 1} 1,45 |1,95 2,4 2,2 0,604/9,813 1.8 34 | 3.6 52 05 09441:42 
8. VI. 1,15 (1,6 |2,0 2.0 0,575/0,8 1,0 1,55 2.4 + 54 9,4170,646 vy 
IVE. 18 2.152.85'+ 3,6 | 0,766)0,915 0,95 2.45, 2.8 4.0 0,34 0,875 A 
VI. |0,95 1,4 1,7 22 0,56 |0,823 ¥ 1,2 24 24 40 05 1,0 1:4,54 
VE. 0,85 1,6 1,25) 2,15 0,68 |1,28 A 1,3 1,95) 2.4 44. 0,5410,812 J 
2 VI. 0,65 1,75 2,0 |+ 1.6 | 0,325)0,875 0.65 2.0 '19 2.0) 0,342'1,053 = 4 
. VI. 11,05 '2,4 2,0 2.0  0,525/1,2 1 2.95 0.75 2.0 |2.4 + 8,0 0,313/0,833)1 : 2,25 
MVD 1,05 2.4 2.8 3.2 | 0,375)90,857 ! 0.9 1,65) 2.2 2,0 0,409 0,75 
\VL /1,05 2,0 18) 24 0,588)1,111 v 155? 24724 82> - — 
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Bevor wir die Resultate naiher betrachten, ist es erwiinscht anzugeben, 
welche Abweichung des Pjliigerschen Gesetzes fiir die neuromuskulare 
Reizbarkeit auf einen Zustand latenter Tetanie hinweist. Normal erfolgt 
eine Zunahme des Effektes des galvanischen Stromes nach der Reihe: 

KS. > AS. > AO. > KO!. 
Bei latenter Tetanie sind nicht nur alle Schwellenwerte niedriger, sondern 
es kann auch der Effekt von AS. << AO. sein. Fiir Kinder gibt 4.7. Hess (1. c.) 
die nachstehenden mittleren Werte (Tabelle II). 


Tabelle ILI, 
Mittlere Reizbarkeitswerte bei Kindern (nach Hess). 





Milliampeére KS. AS. 

KS. AS. i AO. ( KO. : AO. AO. 
ee ee 1.41 2,24 3,63 8,22 0,39 0,62 
Latente Tetanie. ... . 0,70 1,15 0,95 2,23 0,74 1,21 
Manifeste Tetanie. .. . 0,63 1,11 0,55 1,94 1,15 2,92 
a er 1,83 1,72 _>2,30 >7,99 <080 < 0,75 


Wie oben schon erértert wurde, legen wir keinen Wert auf die 
absolute Héhe der Schwellenwerte an den verschiedenen Tagen, weil 
die Beschaffenheit der Haut wegen des Rasierens mittels Strontium- 
sulfidpaste nicht immer dieselbe war. In spateren Versuchen ist 
dieser Tatsache Rechnung getragen. 

Wegen der UngewiBheit der KO.-Werte — auf Grund des Auftretens 
einer tonischen Muskelspannung bei der Messung verzichten | wir 
auf eine Besprechung der Anderungen dieses Wertes. 

Am meisten charakteristisch ist die Anderung des AS./AO.-Ver- 
hiltnisses, das bei normalen Kindern durchschnittlich 0,62 und bei 
den Kaninchen Nr. 1 und 2 in der Vorperiode 0,77 bzw. 0,54 (Mittel- 
wert) betrigt. In der Versuchsperiode zeigten die AS./AO.-Verhaltnisse 
bei diesen beiden Tieren eine erhebliche Steigerung, die mittleren Werte 
betrugen 1,56 bzw. 1,34. Bei Kindern mit latenter Tetanie wurde ein 
AS./AO.-Verhaltnis von im Mittel 1,21 gefunden. 

In der Nachperiode nahm der AS./AO.- Quotient fiir die Kaninchen 
Nr. 1 und 2 wieder ab bis 0,95 bzw. 0,84 (Mittelwerte). Bei Kindern, 
die von Tetanie genesen sind, wurde der AS./AO.-Wert im Mittel zu 

0,75 festgestellt. Bei diesen zwei Tieren gibt es also in den drei 
genannten Perioden beziiglich der AS./AO.-Quotienten eine weitgehende 
Analogie mit Kindern in normalem bzw. latent-tetanischem (spasmo- 
phylitischem) und in von Tetanie genesenem Zustande. Kaninchen 


! Siehe z. B. G. H. Roger, F. Widal u. P. J. Teissier, Nouveau traité 
de médecine 21, 824 (Masson, Paris). 
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Nr. 3 zeigte ein ganz anormales Verhalten, zumal die AS./AO.-Werte 
in den drei Perioden in unregelmaBiger Weise schwankten. 

Ks kann nicht wundernehmen, daB bei diesen Versuchen individuelle 
Unterschiede gefunden werden, weil nur sehr ruhige und nicht nervése 
Tiere sich fiir Reizbarkeitsmessungen eignen. Auch bei den anderen 
Tieren kamen vereinzelt Abweichungen vor, welche von denselben 
Ursachen herriihren. Dieselbe Erscheinung tritt oft bei Kindern auf, 
wie oben schon angegeben wurde. 

Kaninchen Nr. 4 zeigte wieder eine gréBere Analogie mit den 
Kindern. In der ersten Periode, in welcher die mineralen Verhaltnisse 
des Futters einen Zustand latenter Tetanie erwarten lieBen Ta- 
belle V —-, war der AS./AO.- Quotient 1,43, nahert sich also dem AS. /AO.- 
Wert bei Tetaniekindern. In den drei letzten Perioden, mit giinstigeren 
mineralen Verhaltnissen —- Tabelle LV -—, wurden bei diesem Tier mittlere 
Werte gefunden -— 0,82, 0,90 bzw. 0,88 -—, die sich den AS./AO.- 
Quotienten normaler Kinder nahern. 

Ein Vergleich der beobachteten AS./AO.-Werte mit der mineralen 
Beschaffenheit der Nahrung zeigt nun folgendes. 


In den Fallen mit ,normalem“ AS./AO.-Verhaltnis -- in der 
Vor- und Nachperiode bei Kaninchen Nr. 1 und 2, sowie in den vier 
letzten Perioden bei Kaninchen Nr. 4 -— herrschten im Futter die 


nachstehenden Mineralverhaltnisse (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 
Die Mineralverhaltnisse des Futters bei normalen AS./AO.-Werten. 





Ca/P Na/K Ca/K Ca/Mg 


Kaninchen Nr. 1 und 2 
Vor- und Nachperiode. . . . 1 : 2,25 1:8,2 1: 6,6 1 : 0,67 


Kaninchen Nr. 4 


Periode 22. V. bis 30. V.. . 1: 4,54 Lif ee 1: 1,74 
mc Ve Oe 1: 4,26 1: 2,6 1:7,4 1: 1,21 
VE » the 1: 4,54 b:if ee A 1: 1,74 
12: 9k... , B. VE . 1 : 2,25 1:8,2 1: 6,6 1: 0,67 


Das Ca/P-Verhaltnis wechselt also bei diesen normalen Reizbar- 
keitsquotienten zwischen 1: 2,25 und 1: 4,54, die Na/K-Quotienten 
zwischen 1: 1,8 und 1: 8,2, die Ca/K-Werte zwischen 1 : 6,6 und 1 : 7,4, 
die Ca/Mg-Zahlen zwischen 1: 0,67 und 1: 1,74. 

In den Fallen mit AS./AO.-Werten, welche sich denjenigen der 
latenten Kindertetanie nahern -— in der Versuchsperiode bei den 
Kaninchen Nr. 1 und 2, sowie in der ersten Periode bei Kaninchen 
Nr. 4 -~, bestanden im Futter die nachstehenden Mineralverhaltnisse 


(Tabelle V). 
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Tabelle V. 


Die Mineralverhaltnisse des Futters bei AS. /AO.-Werten, welche auf latent« 
‘Tetanie hinweisen. 





Ca/P | Na/K Ca/K Ca/ Mg 
Kaninchen Nr. 1 und 2 
Versuchsperiode ....... 1:10,4* 1:1,8 £3112 1:1,7 
Kaninchen Nr. 4 
Erste Periode 16. V. bis 19. V. | 1: 5,62 1: 2,56 1: 9,53 1: 1,06 


* In der Zusammenfassung in Acta brevia neerl. 1, 9. 1931 wurde das Ca P-Verhialtnis 
nicht ganz richtig als 1: 9 angegeben. 


Der Ca/P- Quotient im Futter wechselt hier also zwischen 1 : 5,62 
unc 1: 10,4, der Na/K-Wert zwischen 1: 1,8 und 1: 2,56, das Ca/K- 
Verhaltnis zwischen 1: 9,53 und 1: 11,2 und die Ca/Mg-Zahl zwischen 
1: 1,06 und 1: 1,7. 

Ks ergibt sich also, daB bei einem Ca/P-Verhaltnis des Futters von 
1: bis 4,54 die AS./AO.-Quotienten ,,normale‘* Werte zeigen, d. h. Werte, 
welche bei normalen Kindern vorkommen. Bei einem Ca/P-Verhaltnis 
des Futters von 1:5,62 oder héher weisen die AS./AO.-Zahlen auf 
einen Zustand latenter Tetanie hin'. Die Na/K-, Ca/K- und Ca/Mg- 
Zahlen des Futters iiben an sich keinen oder nur einen geringen EinfluB 
aus auf die Hervorrufung des latent-tetanischen Zustandes, denn 
einerseits sind die Unterschiede dieser einzelnen Werte bei normalen 
AS./AO.-Quotienten ziemlich groB, ohne daB es in der Reizbarkeits- 
messung zum Ausdruck kommt (Tabelle IV).  Andererseits sind die 
Differenzen der genannten Werte in der normalen und in der latent- 
tetanischen Periode -- wie sie an den AS./AO.-Zahlen festgestellt 
wurden -- nur bei dem Ca/K-Verhaltnis héher, bei allen anderen Mineral- 
quotienten niedriger als die Unterschiede in der Periode normaler 
AS./AO.-Werte (Tabellen IV und V). Die Méglichkeit einer synergisti- 
schen oder antagonistischen Beeinflussung des Ca/P-Effektes von den 


anderen Mineralquotienten ist indessen nicht auszuschlieBen. In der 


zweiten Mitteilung wird dieses Thema weiter bearbeitet werden. 

Auch die KS./AO.-Verhaltnisse wurden berechnet und graphisch 
dargestellt. Im groBen und ganzen folgen diese Kurven den Kurven 
der AS./AO.-Werte, ohne etwas Besonderes aufzuweisen. 


1 In dieser zuletzt genannten Periode zeigen die Tiere eine erhebliche 
Abmagerung. Beim Anfang dieser Periode betrugen die Gewichte de! 
Kaninchen Nr. 1, 2 und 3 bzw. 2900, 2480 und 2150 g. Nachdem die Tiere 
20 Tage auf dem Versuchsfutter gehalten waren, wurden die Gewichte 
auf 2300, 2120 und 1870 g festgestellt. Auf die Bedeutung der Gewichts 
abnahme fiir die Reizbarkeit kommen wir in der zweiten Mitteilung noch 
zuriick, 
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Die im Blutserum gefundenen Werte fiir Ca, anorganischen P und Mg 
gestatten keine SchluBfolgerung iiber einen etwaigen Zusammenhang 
der mineralen Verhaltnisse im Futter mit den Schwellenwerten fiir die 
elektrische Reizbarkeit, d.h. mit dem Auftreten eines Zustandes 
latenter Tetanie, wie aus der nachfolgenden Tabelle VI hervorgeht. 


Tabe lle Vi. 


Beziehung der mineralen Blutserumzusammensetzung mit dem Ca/P 
Verhaltnis im Futter und mit den AS. /AO.-Quotienten. 





Nr. des Tag der CaP mg-? 9 im Blutserum 


ae : : AS./AQ 
Kaninchens Blutentnahme im Futter 
: Ca anorg. P Mg 
1 10. VI. 1:10,4 92 6,0 1,9 2,0 
2 it. Vi. 1: 10,4 11,0 7.5 3.4 0,833 
3 EH. Vi. 1:10.4 12,3 6,8 3,45 1,28 
4 BS. VE. 1: 4,54 12,8 4,25 3,7 0,812 


Zusammenfassung. 

1. Bei einem Ca/P-Verhaltnis der Nahrung von 1: bis 4,54 zeigen 
die Quotienten des AnodenschlieBungs- und Anodenéffnungswertes 
(AS./AO.) fiir die Flexoren der Vorderpfote normaler, erwachsener 
Kaninchen ,,normale Werte, d. h. Werte, welche bei normalen Kindern 
vorkommen. 

2. Bei einem Ca/P-Verhaltnis der Nahrung von 1 : 5,62 oder héher 
weisen die AS./AO.-Zahlen auf einen Zustand latenter Tetanie hin. 

3. Die Totalwerte des Calciums, anorganischen Phosphors und 
Magnesiums im Blutserum gestatten keine SchluBfolgerung iiber einen 
etwaigen Zusammenhang dieser Werte mit den mineralen Verhaltnissen 
der Nahrung und den Schwellenwerten fiir die elektrische Reizbarkeit. 

4. Es kommen individuelle Differenzen beziiglich der von dem 
Ca/P-Verhaltnis der Nahrung bedingten Anderungen der elektrischen 
Reaktion bei den verschiedenen Versuchstieren vor. 
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Zur Konfigurationsspezifitat 
der estersynthetisierenden Fermente. 


Von 


P. Rona und FE, Chain. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 16, Dezember 1932.) 


Bei den auBerordentlich groBen Schwierigkeiten, die sich bei der 
Konfigurationsbestimmung auf rein chemischem Wege ergeben, ware 
die Anwendung der biochemischen, fermentativen Reaktionen fiir die 
Konfigurationsbestimmung sehr vorteilhaft, da sie bei niedriger Tem- 
peratur verlaufen und groBe Verainderungen am Molekiil, wie sie durch 
chemische Methoden oft unvermeidlich sind, ausschlieBen. Besonders 
einfach in den Arbeitsmethoden ist die fermentative Esterspaltung, 
durch die eine groBe Gruppe von Koérpern, Alkohole und Sauren der 
verschiedensten Konstitution in ihren Konfigurationen erfaBt werden 
kénnte. Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit dieser Methode fiir die 
Ermittlung der Konfiguration ware eine strenge Konfigurations- 
spezifitat des esterspaltenden Ferments. Dieses mite in allen Fallen, 
unabhangig vom Drehungssinn, eine optische Modifikation bevorzugen. 
Indessen liegen die Verhaltnisse nicht so einfach und widerspruchsfrei. 

Betrachtet man die (in Tabelle I im Auszug wiedergegebene) 
tabellarische Zusammenfassung von Ammon! der bisherigen Befunde 
iiber die asymmetrische Esterspaltung, so findet man z. B., daB die 
Schweineleberesterase sich ,,konfigurationsspezifisch*‘ verhalt; sie 
bevorzugt bei der Spaltung der angefiihrten Ester in allen Fallen die 
Linksmodifikation. Z. B. wird bei der Hydrolyse des Phenylchloressig- 
siuremethylesters die linksdrehende Linksform bevorzugt gespalten: 
und ebenso wird auch beim Mandelsaiuremethylester die Linksform 
bevorzugt, die hier rechtsdrehend ist. Die Schweinepankreaslipase 
bevorzugt zwar beim Phenylchloressigsiureester in gleicher Weise wie 
die Schweineleberlipase die Linksmodifikation dieses Esters, jedoch 
die (linksdrehende) Rechtsmodifikation des Mandelsdureesters. Die 
Schweinepankreaslipase wire also nicht als konfigurationsspezifisch zu 
betrachten. 


' Fermentforschung 11, 460, 1930. 
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Tabelle 1. 





Schwein ; Meer- 
: Hund Pferd Mensch) Rind | copwein- 
Pan- Le- Ma- yi oon Mage Taka Leber |Leber| °"e? 
kreas. ber gen * agen Magen ever | Leber Serum 


Herkunft der Esterase 


Mandelsauremethylester . — 

. athylester 

. isoamylester 

~ benzylester. 

‘i monoglycerid . 
Milchsiureathylester . 
Phenylmethoxyessigsiure- 

methylester. . . . . 
Phenylathoxyessigsiure- 
athylester ; 
Phenylehloressigsiure- 
methylester . ‘ 
Phenylchloressigsaure- 
athylester. ..... 
Phenyl-aminvessigsaure- 


propylester “eo + + 


+: _ a —, 
+ + + 4+ 


+ + +4+4+44++4+ 


| 
-t 


Im AnschluB an die Befunde von Bamann! wurde weiterhin bei 
der Hydrolyse des Mandelsiiuremethylesters durch Menschenleber- 
esterase gefunden, daB bei geringen Substratkonzentrationen das 
Ferment die (linksdrehende) Rechtsmodifikation bevorzugt, bei héheren 
Konzentrationen die (rechtsdrehende) Linksmodifikation des Esters. 
Auch bei der Kaninchenleberesterase wird bei geringen Substrat- 
konzentrationen die Rechtsmodifikation, bei héheren die Linksmodifi- 
kation des Mandelsiuremethylesters vom Ferment bevorzugt. 

Es hat demnach den Anschein, als ob der Begriff der Kon- 
figurationsspezifitat bei den esterspaltenden Fermenten  iiberhaupt 
keinen Sinn hatte. 

Es mu jedoch darauf hingewiesen werden, daB in konzentrierten 
(gesittigten) Lésungen —- soweit es sich bis jetzt iibersehen laBt 
in der Mehrzahl der Faille die Linksmodifikation bevorzugt wird®. 
Geht man mit der Substratkonzentration herunter, so wird die Links- 
form immer weniger bevorzugt; es kommt ein Gebiet, in dem 
racemisch gespalten wird. Dann, bei noch geringerer Konzentration, 
wird die andere Modifikation bevorzugt. Daraus ist ersichtlich, daB 
die ,,Konfigurationsspezifitat“ nicht ,,irgendwie durch Anderung der 
Substratkonzentration beeinfluBt wird, sondern, daB das Verhaltnis der 
Veresterungsgeschwindigkeit: Linksform zu Rechtsform, das zunachst 
gréBer als 1 ist, mit abnehmender Konzentration kleiner wird und 
auch zu Werten kleiner als 1 kommt. 


'! Bamann, Ber. Dtsch. chem. Ges. 62. 1538. 1929. 
2 Vgl. z. B. die Versuchsreihe von Ammon u. Geisler, S. 488. 
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Es ist ferner zu beachten, daB nur bei wasserléslichen Substraten 
der Konzentrationsbereich soweit variiert werden kann, daB auch die 
Zahlenwerte des Verhiltnisses der Verseifungsgeschwindigkeiten de1 
beiden Formen sich in weiten Grenzen bewegen. Man findet bei der Unter- 
suchung der homologen Mandelsiureester die starksten Schwankungen 
dieser Zahlenwerte bei dem relativ leicht léslichen Methylester, weniger 
stark beim schwerer léslichen Athylester und noch weniger stark beim 
noch schwerer léslichen Propylester. Bei allen diesen drei Gliedern 
der homologen Reihe ist das Verhaltnis der Veresterungsgeschwindig- 
keit Linksform : Rechtsform in konzentrierten Lésungen gréBer als 1, 
es nimmt dann immer mehr ab, bis es zu Werten, die kleiner als | 
sind, umschligt und dann immer kleiner wird. 

Beim praktisch unléslichen Butylester nimmt zwar das Verhiiltnis 
der Versterungsgeschwindigkeit der beiden Antipoden mit abnehmender 
Konzentration ab, aber entsprechend der geringen Konzentrations- 
variierungsmoéglichkeit durch die Unléslichkeit dieses Esters kommt 
es nicht bis zu Werten, die kleiner als 1 sind!. 

Eine ,,Inversion, d.h. Umkehrung der Konfigurationsspezifitit 
in Abhangigkeit von der Konzentration (Bamann) ist also haupt- 
sichlich bei léslichen Substraten zu erwarten. 

Wenn man nun diese GesetzmaBigkeit, die auf Grund der bis- 
herigen Tatsachen und eigener Beobachtungen aufgestellt werden 
kénnen, und die in dieser Arbeit entwickelten Gesichtspunkte (s. unten) 
zusammenfaBt, so scheint es uns, daB man bei der fermentativen Ester- 
hydrolyse wohl von GesetzmaBigkeiten der Konfigurationsspezifitat 
sprechen kann. Im allgemeinen ist in konzentrierten Lésungen das 
Verhaltnis der Veresterungsgeschwindigkeiten: Linksform /Rechtsform 
in der Mehrzahl! der Fille gréBer als 1, d. h. die Linksform wird bevor- 
zugt gespalten. Denkbar ist es nun, daB dieses Verhaltnis in manchen 
Fallen auch bei konzentrierten Lésungen Werte, die kleiner als 1 sind. 
annehmen kann. In diesem Falle wird sich die Abhangigkeit der 
Konfigurationsspezifitat von der Substratkonzentration so déuSern, 
daB die [a«],-Werte mit abnehmender Konzentration immer starker 
negativ werden. Wenn man dann héhere Homologe dieses Substrats 
untersucht, so wird man auf Grund der in dieser Arbeit beschriebenen 
GesetzmaBigkeit (siehe unten), daB das Verhaltnis der Verseifungs- 
geschwindigkeit Linksform/Rechtsform mit héheren Gliedern der 
homologen Reihe gréBer wird, auch soleche Kérper konfigurativ ein- 
ordnen kénnen. 


Zunachst haben wir uns mit den GesetzmaBigkeiten der Konfigura- 
tionsspezifitat bei der fermentativen Estersynthese beschaftigt, da hier 


' Vgl. Ammon u. Geisler, diese Zeitschr. 249, 475, 1932. 
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eine Inversion bisher nicht beobachtet wurde. Dies ist auch verstandlich, 
denn die Esterbildung erfolgt bei Bedingungen, die verhaltnismaBig 
nur geringe Variationsméglichkeiten der Konzentrationen der einzelnen 
Komponenten zulassen. Samtliche Estersythesen wurden mit einer 
Lésung der zu veresternden Saure in dem entsprechenden Alkohol 
mit Schweinepankreaspulver durchgefiihrt. 

Wir beginnen mit der fermentativen Veresterung der sekundaren 
Carbinole, mit n Buttersaure. 

Rona, Ammon und Werner? fanden, daB der durch fermentative 
Veresterung entstandene Buttersiureester des Methyl-Athylearbinols 
linksdrehend ist. Wir untersuchten die fermentative Veresterung des 
Athyl-Amylearbinols und fanden, daB der hierbei entstehende Butter- 
siiureester dieses Carbinols rechtsdrehend ist. Bei der strukturellen 
Verwandtschaft der beiden Kérper war dieser Befund auffallend. 

Im Verlauf unserer Untersuchungen erschien die Arbeit von Levene 
und Marker?, in denen sekundare Carbinole verschiedener homologer 
Reihen in sterische Reihen eingeordnet werden. Das Prinzip der Ein- 
ordnung ist (unabhangig von dem Sinn der Drehung) ein Gang nach 
einer bestimmten Richtung in den Molekulardrehungen der einzelnen 
Korper (vgl. Tabelle IT). 

Wie sich aus der Tabelle I ergibt, entspricht in der Athylreihe das 
linksdrehende Methyl-Athylearbinol konfigurativ dem rechtsdrehenden 
Amyl-Athylearbinol. 

Wir vervollstandigten nun unsere fermentativen Veresterungen der 
Carbinole der Athylreihe durch die Veresterung des Athyl-Propyl- 
carbinols. Der durch das Ferment gebildete Buttersiureester war 
rechtsdrehend. 

Wir finden also in der Athylreihe folgende Drehwerte der fermen- 
tativ gebildeten Buttersdureester : 

Methyl-Athylearbinol: kleiner als — 0,75° 
Athyl-Athylearbinol : 0 
Propyl-Athylearbinol: — 0,54 
Amyl-Athylearbinol: + 8,35 

Wenn man die Vorzeichen der [x],-Werte unserer fermentativ 
gebildeten Ester mit den Vorzeichen der von Levene und Marker kon- 
figurativ in Beziehung gesetzten Carbinole der Athylreihe vergleicht, 
so findet man im umgekehrten Sinne der Vorzeichen vollige 
Ubereinstimmung. Daraus ergibt sich, unter Voraussetzung, daB die 
von Levene und Marker aufgestellte Anordnung der individuellen 
Glieder der Athylreihe tatsichlich eine sterische Reihe ist. cine 
Konfigurationsspezifitat des Ferments in dieser Reihe. 


1 Diese Zeitschr. 221, 381, 1930. 
2 J. of biol. Chem. 97, 379, 1932. 
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Die optische Antipode des ersten Gliedes der Athylreihe ist: nun 
das zweite Glied der Methylreihe (siehe Tabelle). Wir miissen also, 
immer von der Voraussetzung ausgehend, daB das Ferment in der 
Athylreihe konfigurationsspezifisch ist (und unter Festlegung fiir das 
ganze System der bei dieser gefundenen Vorzeichen, die im umgekehrten 
Sinne mit der Reihe von Levene tibereinstimmen), diesem Glied, dem 
Athyl-Methylearbinol, das umgekehrte Vorzeichen zuschreiben wie dem 
Methyl-Athylearbinol. Weiter ist das dritte Glied der Athylreihe, als 
Antipode formuliert, das zweite Glied der Propylreihe, und wieder 
miissen wir ihm das dem fermentativen Befunde entgegengesetzte 
Vorzeichen zuschreiben.  Damit ist auch das Vorzeichen des ersten 
(rliedes der Reihe, das das gleiche sein muB (-- ), gegeben (entsprechend 
dem Fermentbefund) und das Vorzeichen des dritten Gliedes der Methyl- 
reihe (—) (entgegengesetzt dem fermentativen Befund). Geht man 
folgerichtig weiter, so erhalt man das Levenesche Schema, nur mit 
umgekehrtem Vorzeichen. 

Bei dieser Betrachtung gingen wir von einem fermentativen Befund 
aus, namlich von den Drehwerten, die wir fiir die vom Ferment ge- 
bildeten Ester der zur Athylreihe gehérigen Carbinole erhielten, und 
nahmen an, daB in dieser Reihe das Ferment sich konfigurations- 
spezifisch verhalt, eine Annahme, die sich auf das Levenesche System 
stitzt. 

Falls man das Prinzip dieses Systems anerkennt, so lassen sich von 
dieser einen Reihe aus, in Ubereinstimmung mit der Zuordnung von 
Levene, die Glieder des ganzen Systems in ihrer gegenseitigen sterischen 
Beziehung bestimmen. Mit der Annahme der Konfigurationsspezifitat 
in der Athylreihe ist gleichzeitig auch das Verhalten der Konfigurations- 
spezifitit in den anderen Reihen geklirt. Wie aus der Tabelle II 
trsichtlich ist, laBt sich folgende GesetzmaBigkeit aufstellen: Die 
Drehwerte der vom Ferment gebildeten Ester nehmen von den héheren 
Gliedern der homologen Reihe zu den niederen hin in einer bestimmten 
GesetzmaBigkeit zu. 

Tabelle 111}. 
Methyl-Methylearbinol Methyl-Athylearbinol Methyl-Propylearbinol 


0 (—) 1,3 (—) 
Athyl-Methylearbinol Athyl-Athylearbinol |= Athyl-Propylearbinol 
“e9 0 + 0,54 (—) 
Propyl-Methylearbinol = Propyl-Athylearbinol | Propyl-Propylearbinol 
1.3 (+) + 0,54 (+) 0 
But yvl-Methyvlearbinol But yl-Athylearbinol But yl-Propylearbinol 
(+) (+) [3 
Amyl-Methylearbinol Amyl-Athylearbino} Amvyl-Propylearbinol 
5.38 | ) - §.35 (+-) Wis ( ) 


1 Die eingeklammerten Zeichen zeigen die sterische Zugehdrigkeit an. 
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Die Zusammenstellung der Drehungsrichtungen der fermentatiy 
gebildeten Ester ergibt folgendes Bild. 


Tabelle LV. 





+) (+ )° ( <-> ) 


Sie win 


Die eingeklammerten Vorzeichen bedeuten den Drehungssinn der von 
uns nicht untersuchten Koérper, der sich aus der Reihe mit gréter Walhr- 
scheinlichkeit ergibt. 

Wie man sieht, zeigt die .,.Konfigurationsspezifitat’’ einen Gang. 

Dieser Gang der optischen Auswahl durch das Ferment verlauft in 
der Athylreihe parallel mit der Drehung der einzelnen individuellen, 
einer sterischen Reihe angehérigen Kérper. In der Methylreihe tritt 
der Umschlag von den positiven zu den negativen Drehwerten bei de: 
fermentativen Auswahl schon friiher auf als in der sterischen Reihe. 
Es liegt hier gewissermaben eine ..Inversion’ der Konfigurations 
spezifitat innerhalb einer homologen Reihe vor. Nach dieser Auf- 
fassung wire das Verhaltnis, in dem das Ferment eine optische Modifi 
kation stirker bevorzugt als die andere, in einer homologen Reihe 
nicht konstant, sondern andert sich mit jedem Gliede um eine be- 
stimmte Gré6Be, und zwar nimmt dieses Verhaltnis: Veresterungs- 
geschwindigkeit der rechtsdrehenden Modifikation zu Veresterungs- 
geschwindigkeit der linksdrehenden Modifikation von den héheren zu 
den niederen Gliedern ab und kann bei den niederen Gliedern der Reihe 
sogar Werte, die kleiner als 1 sind. annehmen, d. h. es wird hier dic 
entgegengesetzte optische Form wie bei den héheren Gliedern der Reihe 
bevorzugt. Nun nehmen die molekularen Drehwerte der individuellen 
Glieder der Reihe ebenfalls von den héheren zu den niederen Gliedern 
ab, und zwar von der Methylreihe aufwarts in immer steigendem Mabe 
Weil die Molrotationen der individuellen Glieder der Methylreihe einen 
nur geringen Gang, ohne Vorzeichenwechsel innerhalb der Reihe (das 
erste Glied ist ja svmmetrisch, hat also die Drehung ) zeigen, labt 
sich in dieser Reihe der Umschlag der Konfigurationsspezifitat zwischen 
dem zweiten und dritten Glied schon qualitativ durch den Wechse! 
der Vorzeichen der durch das Ferment: gebildeten Ester bei diese: 
Hliedern zeigen. In der Athylreihe ist zwar auch der Gang der Kon- 
figurationsspezifitat vorhanden, aber auch der Gang der Molrefraktion 
der individuellen Glieder dieser Gruppe ist starker: im ersten Gliec: 
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der Reihe, dem Methyl-Athylearbinol, wird zwar auch die bevorzugte 
Modifikation schwacher bevorzugt als in den héheren Gliedern der 
Reihe, aber es ist immer noch die gleiche Modifikation, wie sich durch 
den Vorzeichenwechsel der durch das Ferment gebildeten Ester zwischen 
dem dritten und ersten Gliede der Reihe erkennen laBt. So kommt die 
..Konfigurationsspezifitat’’ des  estersynthetisierenden Fermentes in 
dieser Reihe zustande. In der Propylreihe, bei der ein starker Gang 
der Molrotationen der einzelnen Glieder vorliegt, ist der Umschlag 
der Konfigurationsspezifitat schon beim zweiten Gliede der Reihe 
bemerkbar. In allen héheren Reihen laBt sich die Abnahme des Ver- 
haltnisses der Verseifungsgeschwindigkeiten der optischen Antipoden 
von den héheren zu den niederen Gliedern nur quantitativ durch dic 
Abnahme der [%],-Werte der durch das Ferment gebildeten Ester 
feststellen. Wir haben den Anfang der Amylreihe in unserer Tabelle. 
Wie ersichtlich ist, nehmen die [x],,-Werte der fermentativ gebildeten 
Ester in der ansteigenden Reihe zu. Der ,.Gang der Konfigurations- 
spezifitat’’ wird mit steigenden Reihen starker, ist also am schwachsten 
in der Methyl-, starker in der Propylreihe. Natiirlich ist dieser Gang 
in der gleichmaBig verinderten chemischen Konstitution der homologen 
Glieder der Reihen begriindet. Der quantitative Verlauf der Ver- 
anderung der Konfigurationsspezifitat innerhalb einer homologen Reihe 
kann durch die jeweilige Bestimmung der [«],-Werte der gebildeten 
Ester bestimmt werden. Kennt man den Verlauf der Kurve, die 
das Verhaltnis rechts links in Abhangigkeit von der C-Zahl wiedergibt, 
in den héheren Gliedern der homologen Reihe, so kann man, wenigstens 
ungefahr, die Drehwerte der durch das Ferment gebildeten Ester bei 
den niederen Gliedern berechnen. In dieser Untersuchung sei nur auf 
die qualitative Seite der gefundenen GesetzmaBigkeit hingewiesen. 

Die gleiche GesetzmaBigkeit gilt auch fiir die fermentative Ester- 
hydrolyse in homologen Reihen. Uns liegen die Zahlenwerte der von 
Ammon und Geisler unter anderen Gesichtspunkten untersuchten 
homologen Mandelsiureester vor, und zwar vom Methylester bis zum 
n-Butylester. Die Autoren haben die homologen Ester bis zu cinem 
bestimmten Spaltungsgrad (16.6°,) unter gleichen Konzentrations- 
bedingungen hydrolysiert und die Drehwerte der in Freiheit gesetzten 
Mandelsaure bestimmt. Betrachten wir diese Drehwerte bei gleichen 
Konzentrationen, so sehen wir, daB der gleiche Gang an der Bevorzugung 
der rechtsdrehenden Modifikation von Butylester zum Methylester hin 
vorliegt, wie bei unseren Carbinolen: mit abnehmender C-Zahl wird 
die Bevorzugung der rechtsdrehenden Form immer geringer. Bei 
einer Anfangsmolaritat des Esters von 0,012 ist schon beim Butylester 
der Drehwert der in Freiheit gesetzten Mandelsiure so gering, dab 
eine weitere Abnahme in der homologen Reihe, wie sie nach den obigen 
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Darlegungen zu erwarten ware, nur durch einen Umschlag im Vorzeichen 
erfolgen kann. 
Tabelle V. 





Anfangs- Konzen- 


Anf: po Ferment- : S zS- - 
Aula. parame Gesamt- nerenae tration der . 
edgar = volumen . ‘ Mandelsiure SD 
des Esters 

eem cem Min. , 


1. Spaltung des d, l-Methylmandelats. Spaltungsgrad 16,6 °,,. 


0,012 24,5 350 24 — 3,39 5,37 — 63,1 
0,030 14,0 290 40 2,92 5,67 — 51,5 
0,060 7,0 100 58 — 0,79 4,47 — 17,7 
0,120 3,5 50 103 — 0,038 4,29 — 0,70 
0,180 7,0 100 236 + 0,58 3,78 + 7.67 
2. Spaltung des d, l-Athylmandelats. Spaltungsgrad 16,6 °,.. 
0,012 24,5 350 51 — 1,52 3,62 — 42,0 
0,030 7,0 100 129 — 071 3,70 19,2 
0.060 7.0 100 179 - 0.45 4,30 — 105 
0,120 3,5 50 230 + 0,21 4,86 + 4,32 
3. Spaltung des d, l-Propylmandelats. Spaltungsgrad 16,6 °,,. 
0,012 24,5 350 145 — 0,25 5,10 4.9 
0,030 14,0 200 134 + 0,27 4.63 + §,82 
0,060 7,0 100 226 + 0,29 5,35 + 5,42 
0,120 3.5 50 269 + 048 3,65 + 13,2 
4. Spaltung des d, I-Butylmandelats. Spaltungsgrad 16,6". 
0,012 24,5 350 112 + 0,44 4,15 + 10,06 
0,030 14,0 200 148 + 0,62 4.47 + 13,85 
0,060 7.0 109 293 + 0,51 3,99 + 12,75 
0,120 3.5 50 320 +. 0,76 3,11 + 24.4 


Deshalb finden wir bereits vom Propylester ab bis zum Methylester 
die Bevorzugung der linksdrehenden Form in immer stirkerem MaBe. 
Bei einer Konzentration von 0,03 Anfangsmolaritat tritt der Umschlag 
erst beim Athylester ein. Betrachten wir zunachst diese beiden Kon- 
zentrationen, so haben wir schon beim Propylester die Erscheinung 
der ,,Inversion’, die sich zwanglos in das ganze System einordnet. 
Bei der héchsten molaren Konzentration von 0,120 ist die gleiche 
GesetzmiBigkeit vorhanden, d.h. Abnahme der Bevorzugung der 
rechtsdrehenden Modifikation. Nur ist der Anfangsdrehwert des 
Butylesters so groB, daB die Abnahme ein Uberschlagen vom positiven 
ins negative Gebiet bei den niedrigeren Gliedern der Reihe nicht er- 
forderlich macht. Deshalb hat auch beim niedrigsten Gliede der homo- 
logen Reihe, dem Methylester, bei einer Anfangsmolaritat des Esters 
von 0,181 die in Freiheit gesetzte Mandelsiure positive Drehung, 
wahrend sie bei allen anderen Konzentrationen dieses Esters negative 
Drehung zeigte. 

So wird die Erscheinung der Inversion in Zusammenhang mit einer 
homologen Reihe betrachtet, unter Voraussetzung der fiir homologe 
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Reihen giiltigen GesetzmaBigkeit der Konfigurationsspezifitat, eine not- 
wendige Folgerung dieser GesetzmaBbigkeit. Geklart ist aber die Inversion 
auch durch unsere Befunde nicht, da die Abhangigkeit der Spaltungs- 
geschwindigkeiten der beiden optischen Antipoden bei dem unldéslichen 
Butylester der Mandelsiure nicht geklirt ist. Nimmt man aber diese 
als gegeben an und kennt man die GesetzmaBigkeit fiir die fermentative 
Konfigurationsspezifitaét in homologen Reihen, so kann man das Auf- 
treten einer Inversion bei den niederen Homologen geradezu voraussagen. 

Genau so wenig, wie bei dem unléslichen Butylester eine Inversion 
eintritt, weil die Variationsfaihigkeit der Bedingungen durch die schwache 
Léslichkeit des Substrates nur beschrankt ist, ist aus dem gleichen 
Grunde bei der fermentativen Estersynthese eine Inversion zu_ er- 
warten. Zwar hangt die Veresterungsgeschwindigkeit auch von der 
Substratkonzentration ab (man kann Aktivitats-p,-Kurven auch bei 
der Estersynthese aufstellen), sie scheint sich jedoch nicht in fiir eine 
Inversion geniigend weiten Grenzen zu bewegen. Es ist aber sehr wahr- 
scheinlich, daB man bei weiteren Untersuchungen auch hier einen Gang 
der Konfigurationsspezifitat in Abhangigkeit von der Substratkonzen- 
tration etwa wie beim Butylmandelat in engen Grenzen finden wird. 

Der gegenwiartige Stand der Kenntnisse tiber die Konfigurations- 
spezifitat der esterhydrolysierenden und synthetisierenden Fermente 
reicht noch nicht aus, um Endgiiltiges zu sagen, und vor allem, um 
den fermentativen Befund fiir die Konfigurationsermittlung aus- 
zuwerten. In vielen Fallen ist dies aber schon jetzt méglich, und 
ohne Zweifel wird die weitere Untersuchung verschiedenster Substrate 
die vorliufig noch vorhandenen UnregelmaBigkeiten des Systems 
beseitigen und den Zusammenhang zwischen chemischer Konstitution 
und Konfigurationsspezifitat klarlegen. 


Wir teilen noch einige Versuchsergebnisse tiber den Zusammen- 
hang zwischen Konstitution und Konfigurationsspezifitat bei der 
fermentativen Estersynthese mit. 

Wir haben Substrate verwendet, die gleiche Konfiguration, aber 
verschiedenen Drehungssinn haben. Solche Substrate sind das Athy!- 
Amylearbinol und das Vinyl-Amylearbinol'. Wird das linksdrehende 
Vinyl-Amylearbinol katalytisch hydriert, eine Operation, bei der 
Anderung der Konfiguration héchst unwahrscheinlich ist, so entsteht 
rechtsdrehendes Athyl-Amylearbinol. Bei der fermentativen Butter- 
siureestersynthese der beiden Carbinole entsteht das eine Mal der 
linksdrehende Vinyl-Amylbuttersiureester, das andere Mal der rechts- 
drehende Athyl-Amylbuttersiureester. Das Ferment verhielt sich also 
konfigurationsspezifisch. 


' PA. Levene u. A. Walti. J. of biol. Chem. 94, 593, 1931. 
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Dann wurden Milchsiure und z-Chlorpropionsiure fermentativ 


mit Butylalkohol verestert!. Im ersten Falle bleibt die linksdrehende es 
d-Milchsiure, im anderen Falle die rechtsdrehende d, -Chlorpropion- e1 
siure zuriick. Auch hier ist das Ferment konfigurationsspezifisch. R 
Weiter wurden die x-Oxybuttersiure und die £-Oxybuttersiure? mit h 
n-Butylalkohol fermentativ verestert. Es blieben die rechtsdrehenden d 
Sauren zuriick. F 

Nun ist auf anderem Wege die Zusammengehorigkeit der links- = 
drehenden d-Milehsiure, der rechtsdrehenden  %-Chlorpropionsaure, = 
der rechtsdrehenden d, x-Oxybuttersiure und der d, 8-Oxybuttersaure . 
wahrscheinlich gemacht worden. In allen diesen Fallen hat das ester- ys 
synthetisierende Ferment die gleiche Form, naimlich die ]-Form aus dem ; 


Racemat bevorzugt verestert. Aus den Arbeiten von Rona, Ammon 


und Oecelkers und Rona, Ammon und Trurnit® ist ersichtlich, daB die 8 
Mandelsiure fermentativ immer symmetrisch verestert wird, d. h. _ 
man kann weder bei der unverestert zuriickgebliebenen Mandelsiure, y 
noch bei dem entstandenen Ester eine optische Aktivitat feststellen. 
Wir haben nun die Phenylchloressigsiure, die der Mandelsaure sterisch S 
sehr nahe steht, fermentativ mit Butylalkohol verestert und finden e 
die gleiche Erscheinung wie bei der Mandelsaiure: symmetrische Ver- - 
esterung bei mehreren untersuchten Synthesegraden. Weiterhin unter- zZ 
suchten wir die fermentative Veresterung der héheren Homologen f 
der Mandelsaure, der «-Oxy-f-Phenylpropionsaure (Phenylmilchsaure), : 
und fanden, daB hierbei die rechtsdrehende Modifikation schlechter 
verestert wird als die linksdrehende. Ferner haben wir die Styryl- 
glykolsiure fermentativ mit Butylalkohol verestert und finden, daB . 
bei diesem Substrat die linksdrehende Modifikation schlechter ver- I 
estert wird als die rechtsdrehende. . 
Der linksdrehenden Styrylglykolsiure* entspricht die rechts- 
drehende %-Oxy-y-Phenylbuttersiure, das h6here Homologe der Phenyl- 2 
milchséiure. Hier haben wir das gleiche System wie beim Vinyl-Amyl- < 


earbinol und Athyl-Amylearbinol und kénnen daher mit groBer Wabhr- 
scheinlichkeit annehmen, da das Ferment bei der x-Oxy-y-Phenyl- 
buttersdiure die rechtsdrehende Modifikation schlechter verestern wiirde 

als die linksdrehende. Trifft dies zu, so hatten wir eine homologe Reihe: 
Mandelsaure (---), Phenylmilchséure (+), «-Oxy-y-Phenylbuttersiure 

(+), bei der nur das erste Glied symmetrisch verestert wird. 


1 Vgl. Wittig, Stereochemie, S. 65. 

2 P. A. Levene u. H.L. Haller, J. of biol. Chem. 65, 49, 1925: 67, 
329, 1926; 68, 415, 1926. 

3 Diese Zeitschr. 247, 100, 1932. 

4 P. A. Levene u. H. L. Haller, J. of biol. Chem. 83, 582, 1929. 
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Auf Grund unserer Untersuchungen iiber die fermentative Ver- 
esterung homologer Reihen von sekundaren Carbinolen, wie oben 
erwihnt, nehmen wir an, daB die optische Auswahl bei homologen 
Reihen durch das Ferment einen Gang nach einer bestimmten Richtung 
hat. Dieser Gang kann auf den sich gesetzmaBig verandernden Affinitaten 
der Substrate zum Ferment oder in den Zerfallsgeschwindigkeiten der 
Ferment-Substratverbindung beruhen. Durch eine quantitative Unter- 
suchung der Verhaltnisse, die von uns bearbeitet wird, kann dies ent- 
schieden werden. Jedenfalls besteht ein solcher Gang, und wenn man 
annimmt, dab z. B. in der homologen Reihe der Mandelsaure die Bevor- 
zugung der rechtsdrehenden Modifikation von den héheren Gliedern 
der Reihe zur Mandelsaiure hin immer schwacher wird, so laBt sich die 
Erscheinung der symmetrischen Veresterung der Mandelsiure in das 
ganze System einordnen. Schon bei der Phenylmilchsaiure ist die 
optische Auswahl durch das Ferment nicht besonders groB: bei der 
Mandelsiure ware sie praktisch nicht mehr nachweisbar. 

Die Aufarbeitung der Reihen verursacht erhebliche experimentelle 
Schwierigkeiten. Untersucht man namlich die unverestert zuruckgebliebene 
Saure, so ist diese stark mit Racemat verunreinigt; untersucht man den 
entstandenen Ester, so mufi man bei niedrigen Synthesegraden arbeiten, 
weil sonst die Drehung zu schwach wird (es werden ja beide Formen bis 
zu einem bestimmten Gleichgewicht verestert). Dann sind aber sehr grobe 
Ansatze ertorderlich, weil man bei dem geringen Synthesegrad nur geringe 
Mengen erhalt und noch dazu die Saurekonzentration, um das Ferment 
nicht zu schadigen, sehr niedrig (meistens n ‘20, héchstens n/10) halten mub. 

Derselbe Gang wie bei den Homologen der Mandelsiure diirfte 
auch bei den Homologen der Phenyl-Chloressigsiure vorliegen. Wir 
haben die fermentative Veresterung der Phenylmilchsiure cingehend 
studiert. weil wir an diesem Substrat die Abhangigkeit der Auswahl 
vom Synthesegrad (optische Auswahlkurve) untersuchen konnten. 
Es sei darauf hingewiesen, daB auch die entstandenen Ester rechts- 
drehend sind; hieraus folgt, daB die Butylester der optisch-aktiven 
Sauren die entgegengesetzte Drehung aufweisen, wie die optisech- 
aktiven Formen der Sauren selbst; es liegen hier die gleichen Ver- 
haltnisse vor wie bei der Milchsaure. 


Tabelle VI. 





Verestert in ®%,) 


Synthesegrad 


%l9 aus rechtsdrehender Form aus linksdrehender Form 
0 0 0 

23 1,6 40 

40 4 75 

60 36 84 


70 55 84,7 
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Die Tabelle gibt an, mit welchem Prozentsatz die beiden optischen 
Antipoden der Phenylmilchsaéure im Verlauf der Synthese an der Ver- 
esterung beteiligt sind. Man sieht, daB im Anfang der Synthese bis etwa 
40°. Synthesegrad fast ausschlieBlich die linksdrehende Form verestert 
wird. Dann wird auch die rechtsdrehende Form verestert. Bei 70 °,, Synthese- 
grad ist das Endgleichgewicht erreicht. Auch durch Hinzufiigen von 
groBeren Mengen frischen Fermentes und tagelanges Schiitteln des An- 
satzes bei 37° kann keine héhere Synthese erreicht werden. Aus prapara- 
tiven Griinden haben wir die Drehungen der Ester nicht bei den geringen 
Svnthesegraden bestimmt, wo thre Drehung am starksten sein miiBte. 
Man erkennt jedoch, dab von 40°,, Synthesegrad ab die optische Aktivitat 
der Ester immer mehr abnimmt. 


Zusammenfassung. 

1. Folgende Ester wurden fermentativ mit Schweinepankreas- 
esterase dargestellt: a) die Butylester folgender Sauren: der «-Chlor- 
propionsaure, der -Oxybuttersaure, der 6-Oxybuttersaure, der Phenyl- 
chloressigsiure, der §-Phenyl-z-Oxypropionsaure, der Styrylglykolsaure. 
b) Die Buttersiureester folgender Carbinole: von Methyl-n-Propyl- 
carbinol, Athyl-n-Propylearbinol, Methyl-Amylearbinol, Athyl-Amyl- 
carbinol, Propyl-Amylearbinol, Vinyl-Amylcarbinol. 

2. Die fermentative Estersynthese war mit Ausnahme der Mandel- 
siure- und der Phenylchloressigsiureester stets optisch orientiert. 

3. Unter vergleichbaren Bedingungen ist bei der Bevorzugung 
einer optischen Modifikation durch das Ferment ein gesetzmabiger 
Gang bei homologen Reihen aufgefunden worden. 

4. Die Erscheinung der Anderung des optischen Verhaltens mit der 
Substratkonzentration (,,Inversion’’), wie auch die symmetrische 
Synthese der Mandelsiureester kann dieser Gesetzmiabigkeit  ein- 
geordnet werden. 

Experimenteller Teil. 

. A. Sduren. 

1. «x-Chlorpropionsdure (Kahlbaum). Drehung in Substanz (1 dm-Rohr)- 
— 0,56". 

2. «-Oxybuttersdure (Kahlbaum). Optisch inaktiv. 

3. p-Oxybuttersdure (Kahlbaum)., Optisch inaktiv. 

4. Phenylchloressigsdure, dargestellt aus Mandelsaure und Phosphor- 
pentachlorid. Schmelzpunkt 79°. 

5. p-Phenyl-x-Oxy-Propionsdure, dargestellt aus Benzylbrommalon- 
saure durch Erhitzen und Verseifung der entstandenen /}-Pheny!-z-Brom- 
propionséure durch CaCO, nach £. Fischer. Schmelzpunkt 97°. 

6. Styrylglykolsdure, dargestellt durch Verseifung von Zimtaldehyd- 
eyanhydrin durch atherische Salzsaure. Schmelzpunkt 134°. 


B. Carbinole. 


Samtliche Carbinole wurden nach Grignard hergestellt und zwar in 
fiir die Syntheseansatze geniigend groBen Mengen. Der Gang der Darstellung 








Konfigurationsspezifitat der estersynthetisierenden Fermente. 493 


ist in der vorhergehenden Arbeit! genau beschrieben worden, so dali hier 
nur die Komponenten der Grignardierung angegeben werden. 

1. Methyl-n-Propylcarbinol, aus n Propylbromid und <Acetaldehyd. 
Siedepunkt 115 bis 120°, gewéhnlicher Druck. 

2. Athyl-n-Propylearbinol, aus n Propylbromid und Propionaldehyd. 
Siedepunkt 125 bis 130°, gew6hnlicher Druck. 

3. Methyl-Amylearbinol, aus Amylbromid und Acetaldehyd. —Siede- 
punkt 82°; 25mm Hg. 

4. Athyl-Amylearbinel, aus Amylbromid und Propionaldehyd. —Siede- 
punkt 70°; 11mm Hg. 

5. Propyl-Amylearbinol, aus Amylbromid und Butyraldehyd.  Siede- 
punkt 115°; 18mm Hg. 

6. Vinyl-Amylearbinol, aus Amylbromid und Acrolein. Siedepunkt 80°; 
13mm Hg. 

Als Ferment wurde Schweinepankreastrockenpulver nach der iiblichen 
Methode mit Aceton und Ather dargestellt. 

Alle Polarisationen wurden in l-dm-Rohr bei Natriumlicht und Zimmer- 
temperatur ausgefiihrt. 


Fermentative Veresterungen. 

Die Saéuren wurden samtlich in n Butylalkohol, die Carbinole mit 
n Butterséure ..AKahlbaum* verestert. Der Synthesegrad wurde durch 
Abnahme des Siuretiters in aliquoten Teilen des Syntheseansatzes be- 
stimmt. Nach Erreichung des gewiinschten Synthesegrades wurde vom 
Ferment abzentrifugiert. Je nachdem, ob die Drehung der unverestert 
zuriickgebliebenen Saiure oder des entstandenen Esters festgestellt werden 
sollte, wurde der Syntheseansatz weiterbehandelt. Zur Bestimmung der 
unverestert zuriickgebliebenen Saéure wurde die but ylalkoholisch-atherische 
Lésung der Siure mit Sodalésung im Scheidetrichter neutralisiert, die Soda- 
lésung im Fliissigkeits-Extraktionsapparat mit Ather vom restlichen 
Butylalkohol befreit, dann mit Salzsiure angesdiuert und wieder mit Ather 
extrahiert. wobei die freie Saure in den Ather geht. Der Ather wird iiber 
Natriumsulfat getrocknet, verdampft und die zuriickgebliebene Saure 
in einigen Kubikzentimeter Athylalkohol aufgenommen, polarisiert (vorher, 
wenn nétig, zentrifugiert) und die polarisierte Lésung titriert. 

Zur Bestimmung des Butylesters einer optisch aktiven Saéure wird 
die mit Soda neutralisierte, getrocknete atherisch-but ylalkoholische Lésung 
des Esters im Vakuum bei 60 bis 70° eingedampft, bis Ather und Butyl- 
alkohol vollkommen entfernt sind. Der Riickstand wird in Alkohol auf- 
genommen, polarisiert und der Gehalt der polarisierten L6ésung an Ester 
durch Verseifung bestimmt. 

Zur Bestimmung der Buttersaéureester der veresterten Carbinole wird 
nach der friiher genau angegebenen Methode verfahren. Die neutralisierte 
atherische Lésung. die Carbinol und Ester enthalt, wird im Vakuum vom 
Ather befreit und dann, je nach der Natur des Carbinols, entweder im Va- 
kuum bei 12 mm Hg oder bei gew6hnlichem Druck fraktioniert. Die Siede- 
punkte des Buttersdéureesters liegen stets héher als die der entsprechenden 
Carbinole, so dafi bei der Fraktionierung zuerst das Carbinol tibergeht, 
zum SchluB ein Gemisch von Carbinol und Ester, das in homogener Lésung 


1 P,. Rona, E. Chain u. R. Ammon, diese Zeitschr. 247, 113, 1932. 
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polarisiert wird. Der Gehalt der polarisierten Fraktion an Ester wird 
durch Verseifung bestimmt. Zersetzt sich der Ester beim Destillieren, 
so wird nur das Carbinol abdestilliert bis auf wenige Kubikzentimeter. 
die den Ester in angereicherter Menge enthalten; dieser Riickstand wird 
polarisiert und verseift. 

Wir geben die einzelnen Syntheseansatze und die gefundenen Drel- 
werte wieder. 

1. x-Chlorpropionsdure. Ansatz: 150ccem Butylalkohol, 0,81 com 
x-Chlorpropionsaure, 3ccem H,O, 12g Pankreaspulver. Die Synthese 
wurde abgebrochen bei 66,5°,, Synthesgrad. Der Drehwert der unverestert 
zuriickgebliebenen «-Chlorpropionsaure: x 0.169. Leem der polari- 
sierten Lésung verbrauchte 9.9 ccm n 20 NaOH. 

2. «-Oxry-Buttersdure. Ansatz: l00cem  Butylalkohol, — 1,04 cem 
x-Oxybuttersiure, 2cem H,O, 4g Pankreaspulver; Synthese abgebrochen 
bei 34°,, Synthesegrad. Drehwert der unverestert zuriickgebliebenen «-Oxy- 
buttersaéure: x + 0,129, leem der polarisierten L6ésung verbrauchte 
9%6cem n,20 NaOH. 

3. f-Oxy-Buttersdure. Ansatz: 100cem Butylalkohol, 1,04 g¢ /-Oxy 
buttersiure, 2cem H,O, 4g Pankreaspulver. Abgebrochen bei 37,2° 
Synthesegrad. Drehwert der unverestert zuriickgebliebenen //-Oxybutter 


sdure: % ~- 0,24". Leem der polarisierten Losung verbrauchte 14.4 cem 
n/20 NaO#H. 
4. Phenylchloressigsdure. Ansitze: 1. 150cem Butylalkohol, 1,27 g 


Phenylchloressigsiure, 3 cem H,O, 12 g Pankreaspulver. 2. 125 ccm Buty! 
alkohol, 1,06 g Phenylchloressigsiure, 2,5cem H,O, 12 ¢ Pankreaspulver; 
nach 3 Tagen noch 10g Pankreaspulver zugefiigt. Ansatz 1. abgebrochen 
bei 26°,, Synthese, Ansatz 2. abgebrochen bei 44,6°,, Synthese. In beiden 
Fallen wurde keine Drehung der unverestert zuriickgebliebenen Saure 
gefunden. 


5. Phenylmilchsdure. Ansatze: 1. 33.cem Butylalkohol, 1,0 g Pheny!- 
milchsaéure, 0,7 cem H,O, 1,5 g Pankreaspulver. 2. 240 ccm Butylalkohol, 
2.5g Phenylmilchséure, 3cem H,O, 6g Pankreaspulver. 3. 120 ccm 
Butylalkohol, 1,25g Phenylmilchsaure, 1,5ccm Wasser, 3g Pankreaspulver. 
4. 120cem Butylalkohol, 1,.25g Phenylmilchséiure, 1.5¢cm Wasser, 
3g Pankreaspulver. Abgebrochen: Ansatz 1. bei 23,5". 2. bei 40° 
3. bei 62°,, 4. bei 73°, Synthesegrad. 


Gefundene Drehwerte der unverestert zuriickgebliebenen Saure: 


kL. * +- 0,269; Leem der polarisierten Lésung verbraucht 6,95 cem 
n/20 NaOH. 2. « + 1,10°; Lceem der polarisierten Lésung verbraucht 
18,3cem n/20NaQOH. 3. « ‘0,579; leem der polarisierten Lésung 
verbraucht 5,5cem n/20 NaOH. 4. x + 0,128; leem der polarisierten 
Lésung verbraucht 1,4cem n/20 NaOH. Gefundene Drehwerte der durch 
das Ferment gebildeten Ester: Ansatz 2. « + 1,789; [a], = + 3,46°. 
3. «@ + 0,989; [a], = + 0,98, [a], 2,34". 4, 4 + O.48°; 


[a],, = + 1,250. 


6. Styrylglykolsdure. Ansatz: 50cem Butylalkohol, 0,45 g¢ Styryl- 
glykolséure, 1ccm H,O, 3g Pankreaspulver. Abgebrochen bei 25° 
Synthesegrad. Drehung der unverestert zuriickgebliebenen Styrylglykol- 
saure % 0,089. 
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7. Athyl-n-Propylcarbinol. Ansatz: 75 ¢em Carbinol, 6 cem n Butter- 
saure, 1,5 cem H,O, 3g Pankreaspulver. Abgebrochen bei 70°, Synthese- 
grad. Drehung der Esterfraktion ~ 0,14°. Verseifung: 0.685 ¢ Ester- 


fraktion verbrauchten 10.3 cem n/10 NaOH; La], O54. 

8. Athyl-Amylcarbinol. Ansatz: 75 cem Carbinol, 6 cem n Buttersaure, 
1.5cem H,O, 2g Pankreaspulver. Abgebrochen bei 52,5°,, Synthesegrad. 
Drehung der Esterfraktion « + 310°. Verseifung: lg Esterfraktion 
verbraucht 9,7 cem n/l0 NaOH; [2], 8.35°. 


9. Methyl-n-Propylcarbinol. Ansatz: 75 ¢em Carbinol, 6 cem n Butter- 
siure. 1,5cem H,O, 3g Pankreaspulver. Abgebrochen bei 66°. Synthese. 
Drehung der Esterfraktion x 0,23°. Verseifung: | cem der polarisierten 
Loésung verbraucht 6.4 cem n/10 NaOH; [%],, der Esterfraktion 1,39, 

10. Methyl-Amylcarbimol. Ansatz: 7,5 c¢em Carbinol, 6cem n Butter- 
saure, 3ccm H,O, 3g Pankreaspulver. Abgebrochen bei 72.5 


dams? 


Spaltuny. 


Drehung der Esterfraktion - 100°. Verseifung: 0.715 ¢ Esterfraktion 
verbrauchen 10.5cem n/l0 NaOH: [a], der Esterfraktion 5.38! 


Ll. Propyl-Amylearbinol. Ansatz: 75cem Carbinol. 6cem n Butter 
I k 


séure, 1,5 cem Wasser, 3 g Pankreaspulver. Abgebrochen bei 76°, Synthese. 


Drehung der Esterfraktion ~ 1,02.  Verseifung: 1 ccm polarisierte 
Lésung verbraucht 5,2 cem n 10 NaOH; | x],, der Esterfraktion 9,18°, 

12. Vinyl-Amylcarbinol. Ansatz: 60 ccm Carbinol, 5.1 cem n Butter- 
saiure, 1,2 cem H,O, 2g Pankreaspulver. Abgebrochen bei 62°, Synthese- 
grad. Drehung der Esterfraktion ~ 0,21°. 











Uber das gelbe Oxydationsferment '. 


Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 


(Eingegangen am 6, Februar 1933.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Die ,,Wirkungsgruppe des gelben Oxydationsferments ist ein 
griin fluoreszierender, in Wasser leicht léslicher Farbstoff. Durch 
Belichtung in n/2 Natronlauge wird er in einen Farbstoff von 
ahnlichen spektralen Eigenschaften umgewandelt, der in Wasser schwer 
léslich ist, aus wasseriger Lésung kristallisiert und im Hochvakuum 
unzersetzt sublimiert. Mit den sublimierten Kristallen dieses Farbstoffs, 
der mit der Farbstoffkomponente des Ferments nahe verwandt ist. 
sind die folgenden Versuche ausgefiihrt worden. 


1. Hydrierung. 


In den Hauptraum eines kegelf6rmigen ManometergefiBes wurden 
10 mg Palladium und 2 cem Wasser gegeben, in die Ansatzbirne 1,217 mg 
Farbstoff, gelést in 0,25 cem n/10 Natronlauge. Der Gasraum enthielt 
Wassérstoff. War das Palladium mit Wasserstoff gesattigt (Thermo- 
: stat 20°), so wurde die Farbstofflésung aus der Birne in den Haupt- 
: raum gegeben. Unter fast vélliger Entfairbung betrug die Wasserstoff- 
3 aufnahme im Laufe 1 Stunde 106cmm Wasserstoff. In weiteren 
12 Stunden blieb der Druck beim Schiitteln konstant. Schiittelte man 
wieder mit Luft, so wurde der Farbstoff zuriickgebildet. 


Nach der Elementaranalyse ist die Zusammensetzung des Farb- 
stoffs (Cj, Hy,N, 0), oder (Cy, Hj,N,O,),. Nimmt man an, daB der 


1 O. Warburg u. W. Christian, Die Naturwissenschaften 20, 688, 1932: 
diese Zeitschr. 254, 438, 1932; Die Naturwissenschaften 20, 980, 1932; diese 
Zeitschr. 257, 492, 1933; vergl. auch R. Kuhn. P. Gyérqy u. Th. Wagner- 
Jauregg, Chem. Ber. 66, 317. 1933, deren Versuche es wahrscheinlich 
machen, daB die Farbstoffkomponente des Ferments das Vitamin Bg ist. 
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Farbstoff beim Ubergang in die Leukoform 1 Mol Wasserstoff auf- 
nimmt, so ist das Molekulargewicht .V des Farbstoffs, berechnet aus 
der Wasserstoffaufnahme 
u 1,217 _ _ 7 
M = . 22400 = 2% . 5° 
106 Ae Pe) 


und seine Formel ©,,H),N,O, oder C,,H, N,v. 


2. Bildung von Harnstolf bei der alkalischen Spaltung. 

Erwirmt man den Farbstoff in barytalkalischer Losung, so wird 
der Farbstoff zerstért, die farblose Lésung enthalt Harnstoff. 

0,878 mg Farbstoff wurden in 2 ccm Wasser fein verteilt und nach 
Zusatz von 2 cem 0.4n Barythydrat 30 Minuten im siedenden Wasser- 
bad erwirmt. Die Reaktionsfliissigkeit wurde mit 8 cem n/10 Schwefel- 
siure neutralisiert, das Bariumsulfat abfiltriert und mit 10 cem Wasser 
gewaschen. Filtrat und Waschwasser wurden unter vermindertem Druck 
auf 2ccm eingeengt. 

Der Harnstoff in dieser Lésung wurde manometrisch durch Messung 
der bei ureatischer Spaltung entwickelten Kohlensaure bestimmt. 
(2cem Versuchslésung — 0,2 cem zweifach n Acetatpuffer, py 5,6, 
in der Birne 0,2 cem einer Lésung der Sumnerschen Urease. Gasraum 
Luft, Temperatur 20°.) Nach Zugabe der Urease wurden in 10 Minuten 
56 cmm Kohlensiure entwickelt. Dann blieb der Druck konstant. 

technet man mit einem Molekulargewicht des Farbstoffs von 257 
so sind pro Mol zersetzten Farbstoffs 

ob 257 
—_ 0.73 
O.S7S 22400 
Mole Harnstoff gefunden worden. 

In der Untersuchungsfliissigkeit von Img Farbstoff kann der 
Harnstoff auch nachgewiesen werden als Dixanthydrylverbindung 
nach Fosse'. Er fallt hier aus essigsaurer Lésung mit XNanthydrol 
in den charakteristischen gebogenen Nadeln, die bei 276° (korr.) unter 
Dunkelfarbung schmelzen. 


3. Absorptionsspektrum. 


Das Spektrum wurde fiir Lésungen des Farbstoffs in Chloroform 
lichtelektrisch gemessen und mit dem Molekulargewicht M — 257 ab- 
solut berechnet (vgl. die Abbildung). Der Farbstoff hat zwei Banden 
im ultraviolett (bei 270 und 350 mu) und eine Bande im sichtbaren 


1 Ann. Institut Pasteur 30, 525, 1916 
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bei 445 mu. Die Bande im sichtbaren ist dreistufig, zwei dieser Stufen 
sieht man mit dem Handspektroskop (445 bis 455 mu und 475 
485 mu). 


bis 


Das griine Fluoreszenzlicht des Farbstoffs, das darch \\ ellen- 
langen, die kirzer als 500 my. sind, erregt wird, erscheint bei spektraler 
Zerlegung als kontinuierliches Band, das von 500 bis etwa 630 mu reicht. 


24 ZR 720 SEO “) 4 980 


——Welearge [7] 


Abb. 1. 
P . 1 1 ¢ qem 
Abszissen: Wellenliinge in mu. Ordinaten: p= ih : . =~ te 
( i ole | 
Die absoluten Hihen der Banden sind: 
. fqem 
dorq = 6,16. 107 
27 ati i= 
3350 = 1,94 107 
45 = 2,58. 107 va 
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